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RESUME 
 
 
Chez l’homme, les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 stimulés par les phosphoantigènes (PAg), 
exercent une puissante activité cytolytique anti-tumorale. L’activité de ces lymphocytes est 
actuellement évaluée dans plusieurs essais cliniques d’immunothérapie anti-cancéreuse. 
Cependant, certaines tumeurs et leur microenvironnement produisent des molécules 
immunosuppressives susceptibles de contribuer à l’échappement tumoral.  
 
Cette thèse décrit notamment la contribution du TGF-β dans l’échappement tumoral à 
ce type d’immunothérapie. Cependant, nous montrons que la combinaison des anticorps 
monoclonaux thérapeutiques aux lymphocytes T-Vγ9Vδ2 activés améliore la cytotoxicité anti-
tumorale, et peut également contrecarrer l’effet inhibiteur du TGF-β. Nous illustrons ce concept 
de combinaison thérapeutique ciblée avec un modèle de xénogreffe de carcinome mammaire 
Her2/neu.  
 
L’ensemble de ces résultats démontre l’intérêt de telles stratégies thérapeutiques en 
cancérologie. 
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I Immunosurveillance et immunité anti-tumorale 
 
A ce jour, le concept d’immunosurveillance anti-tumorale est démontré chez la souris. 
En effet, de nombreux modèles de tumeurs spontanées ou induites ont révélé la prévention du 
développement tumoral par le système immunitaire. Chez l’homme, l’infiltration des tumeurs 
par des cellules immunitaires et le développement de réponses immunes spécifiques des 
antigènes tumoraux sont des observations qui supportent l’idée d’une immunité anti-tumorale. 
Les données montrant que la réponse immune spécifique est corrélée à un meilleur pronostic 
pour les patients atteints de cancer et qu’à l’inverse, les individus immunodéprimés ont une 
incidence de cancers augmentée par rapport aux immunocompétents renforcent cette 
hypothèse.  
 
La réponse anti-tumorale est un mécanisme complexe et collaboratif entre les cellules 
de l’immunité innée (Natural Killer, NK et Cellules Dendritiques, CD), de l’immunité adaptative 
(lymphocytes T CD8
+
 et CD4
+
) et des cellules à la frontière entre ces deux réponses, comme les 
lymphocytes T-γδ. Chaque type cellulaire possède des caractéristiques et des fonctions 
spécifiques dont le but est de collaborer de façon directe ou indirecte afin d’éliminer la tumeur. 
Pour comprendre le rôle de chaque sous-population au sein de la réponse anti-tumorale, il 
semble indispensable de rappeler leur physiologie. 
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Figure 1 : Cellules du système immunitaire inné et adaptatif 
Extrait de [2] 
 
 
I.1 Les lymphocytes T 
I.1.1 Ontogenèse des lymphocytes T 
I.1.1.1 Développement 
 
L’ontogénie des lymphocytes est commune aux lymphocytes B, T et cellules NK. Ces 
cellules sont dérivées des cellules souches pluripotentes hématopoïétiques (PHSC) résidant de 
façon prédominante dans le foie fœtal et la moelle osseuse (MO) de l’adulte. Sous l’influence de 
certains facteurs de transcription (par exemple Ikaros), ces cellules se différencient en cellules 
progénitrices communes aux T et NK, puis sous influence de GATA-3 en cellules T ou bien en 
cellules NK sous l’effet de Ets1. GATA-3 permet l’expression de multiples gènes des cellules T 
tels que le TCR-α, -β et -γ et le CD8α. Par l’intermédiaire d’études sur les souris, nous savons 
que les précurseurs des cellules T migrent du foie vers le thymus dans le fœtus. Les premiers 
précurseurs des cellules T (ETP ou “Early Thymic Progenitor”), aussi appelés lymphocytes triple 
négatif ou double négatif (DN), n’expriment ni le complexe CD3/TCR, ni le CD4, ni le CD8. Ces 
précurseurs expriment en revanche RAG1 et RAG2 (gènes activateurs de recombinaisons) 
permettant le réarrangement de leur gène TCR-β et l’expression d’un TCR-β mature ainsi qu’un  
pré-TCR-α à leur surface. L’engagement du pré-TCR est requis pour la survie, la prolifération et 
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la différenciation de ces cellules. Il existe 4 stades successifs de maturation des cellules DN : 
DN1 (CD44
+
CD25
-
), DN2 (CD44
+
CD25
+
), DN3 (CD44
-/lo
CD25
+
) et DN4 (CD44
-
CD25
-
) [3]. C’est au 
stade DN3 que s’effectue la différenciation des lignages αβ ou γδ. Il semblerait que le récepteur 
Notch intervienne dans la voie de différenciation, son activation favorisant l’orientation T-αβ 
alors que son inactivation celle des lymphocytes T-γδ. A l’inverse, le facteur Sox13 favoriserait le 
développement des lymphocytes T-γδ au détriment des lymphocytes T-αβ. Cependant, le 
développement des deux lignages n’est pas aussi antagoniste qu’il y paraît, car les thymocytes 
T-αβ DP ont été impliqués dans la régulation positive du développement des lymphocytes T-γδ 
via l’expression de la lymphotoxine β. Les lymphocytes T-γδ au stade DN3 se différencient en 
lymphocytes de stade DN4-γδ+ matures et prolifèrent avant de rejoindre la circulation 
périphérique [4]. Il est possible que ces cellules subissent une sélection positive avant de quitter 
le thymus ; cependant aucune preuve ne confirme cette hypothèse à ce jour. En effet, les souris 
déficientes en CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) de classe I et II classiques 
possèdent un nombre normal de lymphocytes T-γδ [5].  
 
 
 
 
 
Figure 2 : Ontogenèse des lymphocytes T 
Extrait de [6] 
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Les cellules DN4 de lignage T-αβ se différencient ensuite en thymocytes DP co-exprimant 
le CD4 et le CD8. Ces thymocytes DP représentent plus de 70% des cellules lymphoïdes du 
thymus. Ces cellules vont ensuite subir deux sélections successives. La première, appelée 
sélection positive, permet à la fois l’orientation des thymocytes DP en SP et la survie des cellules 
exprimant un TCR de faible affinité pour le complexe CMH/peptides antigéniques du soi. Cette 
sélection s’effectue en fonction de la reconnaissance du type de classe des molécules de CMH 
(CMH de classe I pour les CD8
+
CD4
-
 et CMH de classe II pour les CD8
-
CD4
+
) présentées par des 
cellules épithéliales du cortex thymique (cTEC), permettant le développement du répertoire T 
sans sélection de clones de cellules auto-réactifs [7]. La seconde, appelée sélection négative, 
entraîne la mort des cellules exprimant des TCR de haute affinité pour les antigènes et CMH du 
soi (95% de la population). Cette sélection s’effectue au niveau de la medulla thymique par les 
cellules présentatrices d’antigènes ou CPA (mCD, macrophage et mTEC) [8]. 
 
L’étape suivante entraîne la différenciation des cellules DP en SP CD4
+
 helper ou CD8
+
 
cytotoxiques et la sortie du thymus grâce à l’expression de la sphingosine phosphatase S1P1. Les 
cellules intègrent alors les circulations sanguine et lymphatique [9].  
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Figure 3 : Développement thymique des lymphocytes T 
Modifié d’après [10] 
 
 
 
 
 
Les lymphocytes T-γδ seraient les premiers lymphocytes à se développer [11, 12]. Ils 
colonisent l’organisme par vagues successives au cours du développement fœtal. Ainsi, chez le 
fœtus humain, les premiers sites d’ontogenèse sont le foie et l’intestin entre les 7
ème
 et 11
ème
 
semaines, puis le thymus par vagues successives dès la 10
ème
 semaine. Les lymphocytes T-γδ 
colonisent ensuite un organe particulier où ils restent tout au long de la vie [13]. Cette sous-
population de lymphocytes T représente entre 0.5 et 20% des CD3
+
 humains du sang 
périphérique et des tissus lymphoïdes [14-16]. 
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Figure 4 : Développement et localisation des lymphocytes T-γδ 
 
 
I.1.1.2 Répertoire 
 
La diversité du TCR est générée par la combinaison de différents segments V (Variable), J 
(Jonctionnel) et C (Constant) pour les chaînes α et γ ou V, D (Diversité), J et C pour les chaînes β 
et δ. La recombinaison somatique aléatoire opérée par les recombinases RAG1 et RAG2 va 
permettre d’obtenir un gène fonctionnel à partir des segments V, D et J, dans l’ordre D+J puis 
V+DJ (ou V+J directement pour les chaînes α et γ). Le segment C sera ensuite associé par 
épissage après la transcription.  
 
 
 
 
Figure 5 : Représentation des familles des gènes du TCR humain  
Extrait de [17] 
 
 
 
La structure des chaînes γ et δ du TCR classe le TCRγδ dans la superfamille des 
immunoglobulines (Ig) et laisse supposer une structure quaternaire proche de celle du TCRαβ 
ou du fragment Fab d’une Ig. 
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Figure 6 : Le complexe TCR/CD3  
Extrait de [18] 
 
 
Le TCRγδ correspond à une structure unique et très conservée. Dans le génome des vertébrés, le 
nombre de segments γ et δ est bien inférieur à celui des segments α et β. Les potentialités 
combinatoires γδ sont donc théoriquement plus limitées par rapport aux αβ.  
 
 
locus localisation chromosomique V D J C 
α 14q11.2 * 54 ** 0 61 1 
β 7q34 64-67 2 14 2 
γ 7p14 déc-15 0 5 2 
δ 14q11.2 * 8 ** 3 4 1 
 
Table 1 : Organisation et localisation des loci des TCR 
*le locus δ est situé dans le locus α ; ** 5 segments V sont communs aux loci α et δ (http://imgt.cines.fr) 
 
 
Il existe cependant un potentiel de diversité plus élevé pour le TCRγδ que pour le TCRαβ. D'une 
part, le segment Vδ comprend des régions CDR1 et 2 habituellement plus grandes que celles du 
segment Vα et ces régions peuvent diverger d’un segment à l’autre. Ceci n’est pas le cas pour le 
TCRαβ, du fait de la contrainte imposée par la liaison des molécules de CMH. De même, la 
région CDR3 du segment Vδ peut être très diversifiée en taille et en composition, en 
comparaison de celle du segment Vα [17]. D’autre part, il existe une diversité jonctionnelle due  
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à l’insertion ou la suppression de nucléotides au niveau des jonctions V-(D)-J, augmentant 
considérablement la diversité de structure du récepteur des lymphocytes T-γδ [13].  
 
Pourtant, malgré ce potentiel plus important, les lymphocytes T-γδ présentent un biais dans la 
distribution de leur répertoire périphérique ; la diversité du répertoire théorique disparaissant 
au profit d’une oligoclonalité [13]. Ainsi, chaque réarrangement préférentiel au niveau des 
gènes codant le TCR constitue une sous-population aux caractéristiques fonctionnelles 
particulières. Chez l’homme adulte, la chaîne Vγ9 s’associe exclusivement à la chaîne Vδ2 alors 
que plusieurs chaînes Vγ (Vγ2, Vγ3, Vγ4, Vγ5 et Vγ8) peuvent s’associer à la chaîne Vδ1. De plus, 
si les gènes Vα/β/δ sont connus pour leur grande similitude entre l’homme et la souris, ce n’est 
pas le cas des gènes Vγ. Ainsi, comme pour le pourcentage des lymphocytes T-γδ parmi les CD3+, 
chaque espèce possède son propre répertoire de TCRγδ. C’est le cas des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 
qui ne sont spécifiquement retrouvés que chez les primates.  
 
Chez l’homme, les réarrangements et l’expression des familles Vδ et Vγ se font dans le 
thymus dès la 11
ème
 semaine. Lors de la vie fœtale, les TCR exprimés sont limités au Vδ1 et Vδ2. 
Après la naissance, plusieurs sous-populations de lymphocytes T-γδ se développent (parfois 
exclusivement) suggérant une stimulation périphérique. A ce stade on compte 15% de 
lymphocytes T-Vδ2 et 80% de lymphocytes T-Vδ1 dans le thymus, et environ la même 
proportion dans le sang circulant. Cependant, contrairement au thymus, les proportions des 
populations vont s’inverser dans le sang circulant au cours des 10 premières années de vie, pour 
obtenir une majorité de lymphocytes T-Vδ2 et une minorité de lymphocytes T-Vδ1 dans le sang 
périphérique [19]. Ainsi, chez l’adulte, on ne retrouve essentiellement que des lymphocytes 
T-Vγ9Vδ2 dans le sang périphérique et des lymphocytes T-Vδ1 (et T-Vδ3) dans la rate et les 
muqueuses. Les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 représentent 0,5 à 5% des lymphocytes T du sang alors 
que les lymphocytes T-Vδ1 et T-Vδ3 atteignent 20 à 30% des cellules T de la rate et des 
muqueuses. 
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caractéristiques lymphocytes T-αβ lymphocytes T-γδ 
Récepteur antigénique TCRαβ + CD3 TCRγδ + CD3 
Nombre de récepteur théorique ∼10
15
 ∼10
20
 
Reconnaissance antigénique peptide peptide + non peptide 
Restriction du CMH oui rare 
Phénotype CD4
+
 ou CD8
+
 majorité CD4
-
CD8
-
 
Fréquence dans le sang 65-75% 1-5% 
Localisation sang + tissus lymphoïdes sang + tissus épithéliaux et lymphoïdes 
Vδ1VγX + Vδ3VγX   thymus + rate + épithélium 
Vδ2Vγ9 (60%)   sang 
 
Table 2 : Caractéristiques comparatives des lymphocytes T-αβ et T-γδ 
 
 
I.1.2 Les lymphocytes T-αβ 
I.1.2.1 Initiation de la réponse immune adaptative 
 
 Les lymphocytes T naïfs sortent du thymus et circulent dans le sang entre les organes 
lymphoïdes secondaires (ganglions lymphatiques, plaques de Peyer et rate), jusqu’à leur 
rencontre avec leur antigène spécifique présenté par une CPA (CD, macrophages, lymphocytes 
B) dans les ganglions lymphatiques. La première étape de la réponse immunitaire primaire est 
donc l’interaction entre les CPA et les cellules T. Celle-ci s’effectue par l’intermédiaire des 
molécules LFA-1 (CD11a), CD2, ICAM-3 (CD50) sur la cellule T et ICAM-1 (CD54), ICAM-2 
(CD102), LFA-3 (CD58) et DC-SIGN (CD209) sur la CPA (ICAM-3 et DC-SIGN étant spécifiques des 
CDs). La reconnaissance du complexe peptide/CMH par le TCR entraîne un changement 
conformationnel de LFA-1, augmentant ainsi son affinité pour ICAM-1 et ICAM-2 et la stabilité 
de l’interaction entre cellules. L’engagement du TCR induit la phosphorylation des résidus 
tyrosines des motifs ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activatory Motif) des chaînes non 
polymorphes CD3 associées au TCR. Cette phosphorylation, essentiellement réalisée par la 
protéine p56lck, est associée au domaine intracellulaire des co-récepteurs CD4 ou CD8 et 
entraînera leur interaction respective avec les molécules du CMH de classe II ou I. Cette 
interaction stable induit une signalisation permettant l’expression de différentes molécules sur 
les cellules T et CPA nécessaires à leur activation [20]. Ainsi, l’interaction des ligands des 
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molécules CD40 (CD40L) ou de 4-1BB (4-1BBL) des cellules T -avec respectivement les CD40 ou 
4-1BB des CPA- active les deux types cellulaires. Elle permet aussi l’expression de signaux de 
co-stimulation (CD28, CTLA-4 ou ICOS sur les cellules T, molécules B7, CD80 ou B7.1 et CD86 ou 
B7.2 ou ICOS sur la CPA) nécessaires à l’induction de la prolifération et de la différenciation des 
lymphocytes T naïfs en effecteurs [20].  
 
 
 
 
Figure 7 : Interaction CPA et lymphocyte T 
Extrait de [21] 
 
 
 
Ainsi, l’engagement du TCR seul sur les cellules T naïves peut induire le récepteur de haute 
affinité à l’IL-2 (CD25), permettant la prolifération des lymphocytes T dépendante de l’IL-2. 
Cependant, la production d’IL-2 est étroitement contrôlée et nécessite des signaux de 
co-stimulation dont le principal correspond au CD28 [22, 23]. Ces signaux conduisent à une 
amplification du signal TCR grâce au recrutement et à la phosphorylation de tyrosines kinases de 
la famille des Src. Le seuil d’activation des lymphocytes T est ainsi considérablement abaissé et 
le nombre de TCR engagés nécessaires à cette activation réduit. Le CD28 va également 
permettre l’induction de la signalisation par la voie PI3K/Akt/NFκB nécessaire à la production 
optimale d’IL-2 par le lymphocyte T. En parallèle, il induit la dégradation d’inhibiteurs du cycle 
cellulaire (INK4 et Kip1) ainsi que l’augmentation de l’expression de la protéine anti-apoptotique  
BclxL nécessaire à la survie et à la prolifération des cellules T [23]. D’autres molécules 
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appartenant à la superfamille du TNF ont également été impliquées dans la survie, la 
prolifération et la différenciation en cellules T mémoires (CD27, OX40, 4-1BB, CD30, HVEM) [24]. 
 
I.1.2.2 Les lymphocytes T CD4
+
 
 
Les lymphocytes T CD4
+
 naïfs activés se différencient en cellules T effectrices immatures 
ou T helper 0 (Th0) puis en T helper 1 (Th1) ou 2 (Th2), en fonction de la dose antigénique, du 
type de CPA, des cytokines produites par les cellules de l’immunité innée ou les pathogènes et 
des signaux de co-stimulation. Les lymphocytes Th reconnaissent des épitopes habituellement 
constitués d'à peu près 20 acides aminés présentés par le CMH de classe II des CPA. La voie de 
différenciation est un processus important, car elle détermine les fonctions immunitaires qui 
seront remplies en réponse à l’antigène. La différenciation en Th2 est majoritairement induite 
par l’IL-4 qui active STAT-6 et active le facteur de transcription GATA-3 [25, 26]. Les lymphocytes 
Th2 produisent l’IL-4, l’IL-5 et l’IL-13 et jouent un rôle clé dans la réponse dite de type humorale 
contre les infections bactériennes extracellulaires et parasitaires. A l’inverse, les pathogènes 
intracellulaires et les tumeurs induisent une réponse de type cellulaire médiée par les 
lymphocytes Th1. Cette orientation est initiée par l’IL-12 transduite par la voie STAT-4, ainsi que 
l’IFN-γ transduit par la voie STAT-1, laquelle conduit à l’activation du facteur de transcription  
T-bet [27]. Les cellules Th1 sécrètent principalement l’INF-γ, l’IL-2, les lymphotoxines, l’IL-3, le 
TNF-α, le TNF-β, le GM-CSF, le CD40L et FasL (CD95L). Le développement des lymphocytes Th1 
ou Th2 se décide tôt au cours de la réponse immunitaire puisqu’il intervient après la 
reconnaissance de l’antigène, lors de l’expansion clonale. Il est mutuellement exclusif car l’IFN-γ 
inhibe la différenciation Th2 et l’IL-4 celle des lymphocytes Th1.  
 
Le rôle des lymphocytes T CD4
+
 dans l’immunité anti-tumorale correspond 
majoritairement à la mise en place de la réponse cytotoxique médiée par les cellules 
T CD8
+
 [28]. Si les lymphocytes T CD4
+
 ne semblent pas strictement nécessaires à la réponse 
primaire des lymphocytes CD8
+
, leur soutien à cette fonction est non négligeable. En revanche, 
les lymphocytes T CD4
+
 sont nécessaires à la mise en place de la réponse mémoire des T CD8
+
. 
En effet, en l’absence de cellules CD4
+
, on observe une expansion clonale de cellules CD8
+
, 
même si leur nombre est nettement plus faible. Par contre, les lymphocytes CD8
+
 activés en  
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l’absence de T CD4
+
 n’acquièrent pas de phénotype mémoire, prolifèrent peu et produisent des 
quantités moindre de cytokines lors des réponses secondaires [29, 30]. Les lymphocytes CD4
+
 
sont également la principale source d’IL-2, nécessaire à la prolifération et à la mise en place des 
réponses mémoires des cellules T [31]. D’autre part, l’absence de lymphocytes CD8
+
 dans des 
modèles de souris CD8
KO
 a mis en évidence une régression tumorale par les lymphocytes Th1 et 
Th2, démontrant l’importance des lymphocytes T CD4
+
 dans la réponse anti-tumorale 
directe [32]. Egalement, même si les lymphocytes Th1 et Th2 ont montré des capacités 
relativement comparables à initier des réponses T CD8
+
 anti-tumorales [33], les lymphocytes 
Th1 semblent mieux armés pour ce type de réponse. En effet, la production d’IFN-γ par ce sous-
type de cellules CD4
+
 améliore la présentation des antigènes par les molécules de CMH-I des 
CPA et augmente celle des cellules tumorales [34]. De plus, l’IFN-γ présente des effets anti-
angiogéniques et cytostatiques dans de nombreux types de cancers [35, 36]. Il induit également 
l’apoptose des cellules tumorales par l’intermédiaire des interactions des ligands FasL et TRAIL 
avec les récepteurs de mort Fas et TRAILR1-4 [37, 38].  
 
I.1.2.3 Les lymphocytes T CD8
+
 
 
La différenciation des lymphocytes T CD8
+
 naïfs activés en lymphocytes T cytotoxiques 
(CTL) permet l’acquisition de fonctions effectrices. Ces cellules n’ont alors plus besoin de 
signaux de co-stimulation ; seule la rencontre avec l’antigène spécifique suffit à induire l’attaque 
immune. Ces cellules tueuses quittent les organes lymphoïdes secondaires et pénètrent dans le 
sang d’où elles rejoignent le site inflammatoire. Elles sont capables d’initier la mort des cellules 
par deux mécanismes : l’exocytose de granules cytotoxiques et l’apoptose induite par les 
récepteurs de mort [39].  
 
Les granules sécrétoires lytiques contiennent en majorité de la perforine, des granzymes 
(A, B, H et K) et des enzymes lysosomiales. La perforine, protéine indispensable à l’action des 
molécules lytiques proprement dites, induit la formation de pores membranaires sur la cellule 
cible par homo-polymérisation dépendante du calcium. Ces pores ne lyseraient pas directement 
la cellule cible mais induiraient la mort en permettant la pénétration des molécules de 
granzymes dans le cytosol de la cible [40]. L’entrée des granzymes dans la cellule cible semble  
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également pouvoir s'effectuer en l’absence de perforine, par des récepteurs médiant 
l’endocytose [41, 42]. Cependant, l’activité des granzymes nécessite leur libération des vésicules 
intracellulaires vers le cytosol, un rôle dévolu à la perforine [43, 44]. Dans les CTLs, les 
principales granzymes sont celles de type A et B [44]. Ces protéines, de type sérine protéases, 
activent des caspases ou des voies caspase-indépendantes et induisent ainsi la mort des cellules 
cibles. En effet, les CTLs issus de souris déficientes en granzymes ont une activité cytotoxique 
fortement réduite in vitro [40].  
 
 
 
 
 
 
Figure 8 : Voie apoptotique par exocytose des granules lytiques  
Extrait de [45] 
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Cependant, les souris déficientes en granzyme A ou B ne présentent pas de susceptibilité accrue 
au développement spontané de tumeurs. D’autres molécules ou mécanismes permettent donc 
de déclencher la lyse cellulaire par les lymphocytes T CD8
+
.  
 
 
 
Table 3 : Déficiences géniques et voies apoptotiques des lymphocytes cytotoxiques dans la souris  
Extrait de [45] 
 
 
Le second mécanisme concerne l’engagement des récepteurs de mort de la cellule cible. 
Les lymphocytes T CD8
+
 expriment à leur surface FasL et TRAIL et sécrètent les cytokines TNF-α 
et TNF-β qui, en se fixant sur leur récepteurs spécifiques Fas, TRAIL-R1-4 et TNF-RI, induisent 
l’activation des caspases dans la cellule cible [46, 47]. Ce second mécanisme, de cinétique plus 
lente, nécessite une expression optimale des molécules ligands par les CTLs afin de délivrer un 
signal suffisant pour induire la mort de la cellule [47]. 
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Figure 9 : Voie apoptotique par les récepteurs de mort  
Extrait de [48] 
 
 
 
 Dans différents types de tumeurs, la présence de TILs est corrélée à l’expression de FasL. 
De plus, le nombre élevé de lymphocytes T CD8
+
 infiltrant les tumeurs est associé à un meilleur 
pronostic dans de nombreux types de cancers [49-51].  
 
I.1.3 Les lymphocytes T-γδ 
 
Les lymphocytes T-γδ sont des lymphocytes non-conventionnels à la frontière de 
l’immunité innée et adaptative. En effet, ils possèdent des caractéristiques des deux systèmes et 
permettent le lien entre les deux types de réponses. En dépit de leur minorité chez l’homme et 
la souris, de nombreuses évidences démontrent leur rôle dans la réponse anti-tumorale. 
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I.1.3.1 Les lymphocytes T-γδ et la réponse immune 
 
 Les lymphocytes T-γδ participent au maintien de l’intégrité de l’organisme et jouent un 
rôle important dans sa protection contre de nombreux pathogènes et cancers, grâce à leur 
grande réactivité sur des localisations stratégiques.  
 
Les lymphocytes T-γδ ont la capacité d’éliminer diverses cibles : cellules tumorales, 
cellules activées, cellules infectées, bactéries et protozoaires. Les cellules T-γδ sont cytotoxiques 
directement (lyse) ou indirectement par l’intermédiaire de sécrétions. Ainsi, comme les cellules 
NK et contrairement aux T CD8
+
, ils possèdent des granules lytiques préformés permettant une 
cytotoxicité immédiate. Les granules lytiques sont essentiellement composés du couple 
granzyme/perforine, du système Fas/FasL et de granulysines. Une fois la cellule activée et la 
synapse immunologique formée, les granules sont orientés vers celle-ci et la libération de leur 
contenu aboutit à la mort de la cellule cible. Les lymphocytes T-γδ expriment également à leur 
surface le récepteur NKG2D capable de reconnaître les molécules de CMH de classe Ib (MIC-A et 
-B) et les ULBP1-4 (UL16-Binding Protein 1-4) qui sont inductibles par le stress [52]. 
L’engagement de ce récepteur induit la voie de transduction PI3K par la protéine 
transmembranaire DAP10 et entraîne la cytotoxicité des lymphocytes T-γδ ainsi que la 
production de cytokines de type Th1 [53]. Ce récepteur se comporterait comme un co-récepteur 
venant renforcer le signal provenant du TCRγδ [54]. L’arsenal cytotoxique de certains 
lymphocytes T-γδ peut également s’exprimer au travers de l’ADCC par l’intermédiaire du CD16 
(FcγRIIIA), induit à leur surface par leur activation [55]. 
 
Au cours de la réponse immune, les lymphocytes T-γδ sécrètent également de 
nombreuses cytokines, le plus souvent de type Th1, en particulier l’IFN-γ et le TNF-α ; favorisant 
la transition de la réponse innée vers une réponse spécifique. En effet, les lymphocytes T-γδ 
humains activés par des phosphoantigènes (PAg) sécrètent du TNF-α qui induit, in vitro, 
l’expression de HLA-DR, CD86 et CD83 à la surface des monocytes dérivés des CDs, cet effet 
étant bloqué par un anti-TNF-α. De même, les lymphocytes T-γδ produisent de l’IFN-γ jouant un 
rôle important dans l’induction d’IL-12 par ces mêmes CDs [56, 57]. Ainsi, les lymphocytes 
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T-γδ peuvent provoquer des changements phénotypiques et fonctionnels sur les CDs 
immatures. Cette activation est à double sens, puisque la co-culture des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 
activés par le pamidronate (PAM) et de CDs immatures entraîne l’up-régulation de CD25 et 
CD69 et la production de cytokines telle l’IL-12 [57]. De plus, l’IL-12 induit NKRP1A sur les 
cellules T-γδ, ce qui augmente leur capacité de diapédèse [58]. Sous stimulation, les 
lymphocytes T-γδ sécrètent également des chimiokines (MIP-1α, MIP-1β, MCP-1 et RANTES) et 
expriment plusieurs de leurs récepteurs (CCR1-3, 5 et 8 et CXCR1-3), permettant le recrutement 
des leucocytes vers le site inflammatoire [59]. Ils expriment aussi les récepteurs à l’IL-2, -7, -15, 
-12, l’IFN-γ et au TNF-α. La sécrétion de cytokines de type Th2 (IL-4 ou IL-10) est quant-à elle 
souvent corrélée à l’expression du CD4 par les lymphocytes T-γδ [60, 61]. 
 
Les cellules T-γδ peuvent également acquérir la fonction d’APC : les lymphocytes T-γδ 
des amygdales expriment à leur surface, à la fois des molécules de CMH-II et des molécules 
normalement associées aux CPA, qu’elles soient d’adhérence (LFA-3) ou de co-stimulation 
(CD80/CD86 et CD40). In vitro, il a également été démontré que si les lymphocytes T-γδ 
fraichement isolés n’expriment pas ces molécules, la stimulation par l’IPP induit leur expression 
à court-terme et de façon prolongée en culture (excepté pour le CD40). De plus, ces T-γδ-CPA 
seraient des cellules qui apprêtent l’antigène comme des CDs matures. Elles seraient donc 
capables d’induire la prolifération des CD4
+
 T helper et la génération de lymphocytes T CD8
+
 
effecteurs [62]. Une récente étude souligne également l’importance des lymphocytes T-γδ dans 
l’induction de la réponse immune adaptative. En effet, l’activation simultanée des cellules T-γδ 
et T-αβ par des CDs stimulées par le zoledronate et présentant un antigène spécifique, 
augmente l’activité cytotoxique des lymphocytes T CD8
+
 contre des lignées cellulaires 
présentant cet antigène (T2) en comparaison d’une activation sans lymphocytes T-γδ [63]. 
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Figure 10 : Fonctions effectrices des lymphocytes T-γδ 
Extrait de [64] 
 
 
I.1.3.2 Les lymphocytes T-Vδ2neg 
 
Comme les lymphocytes conventionnels, certaines populations de lymphocytes T-Vδ1 
reconnaissent quelques Ag peptidiques associés aux molécules de CMH-I ou -II. Les cellules T-γδ 
peuvent exprimer à la fois des molécules d’adhérence (CD2, LFA-1) [65, 66] ou de co-stimulation 
(CD40L et CD28) [67, 68], permettant la reconnaissance et l’activation par des CPA. A l’inverse, 
d’autres récepteurs sont capables de reconnaître directement des molécules apparentées au 
CMH-I (CD1 et MIC). Chez l’homme, la famille CD1 comprend 5 types de molécules réparties en 
2 groupes selon leur homologie de séquence et leur localisation tissulaire : le groupe 1  
(CD1a, b, c) et le groupe 2 (CD1d). La molécule CD1e n’est pas classée dans le groupe 1 ni le 
groupe 2 car il s’agit d’une molécule intermédiaire intracellulaire. Les molécules du groupe 1 
sont majoritairement exprimées par les CPA (CD et LB) alors que CD1d est plus largement 
exprimée sur les cellules hématopoïétiques. Ces molécules présentant des Ag lipidiques et 
glycolipidiques bactériens, permettent la régulation des infections, mais aussi la reconnaissance 
de cellules tumorales. En effet, il a été démontré qu’un clone de lymphocytes T-Vδ1 isolé du 
sang périphérique de donneur sain peut tuer des cellules de lignée leucémique (MOLT-4), après 
présentation antigénique par la molécule CD1c au TCRγδ [69]. Par la suite, la sécrétion de 
cytokines de type Th1 consécutive à la reconnaissance de CPA-CD1c
+
 et la cytotoxicité envers  
des cellules CD1c
+
 via les voies de mort médiées par la perforine et Fas, ont été démontrées 
pour d’autres clones de lymphocytes T-Vδ1 [70]. Ce type de reconnaissance a également été mis 
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en évidence chez la souris où les molécules T10 et T22, apparentées aux molécules de CMH de 
classe Ib de l’homme (MIC), interagissent directement avec le TCRγδ. Cette réactivité n’a 
cependant pas été démontrée de façon formelle chez l’homme.  
 
Les lymphocytes T-Vδ1 expriment le récepteur NKG2D à leur surface et peuvent donc 
également reconnaître les molécules MIC-A, -B lors de leur up-régulation par le stress sur les 
cellules cibles. Ainsi, ces molécules, souvent exprimées par les cellules tumorales, sont 
reconnues par les lymphocytes T-Vδ1, qui deviennent alors cytotoxiques contre ces cibles. Des 
études ont d’ailleurs permis de corréler l’augmentation de fréquence des cellules T-Vδ1 au sein 
des TILs avec l’expression des molécules MIC-A, -B [71]. 
 
I.1.3.3 Les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 
 
 Les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 reconnaissent principalement des Ag non-peptidiques par 
leur TCR : les phosphoantigènes (PAgs). Les PAgs les plus bioactifs sont des intermédiaires des 
voies de biosynthèse des isoprénoïdes chez certaines plantes et parasites et la majorité des 
bactéries (appelé voie DOXP ou MEP ou alternative). Il s’agit du composé HMBPP, également 
désigné HDMAPP ou TUBag1. L’IPP et son isomère DMAPP, métabolites des 2 voies de 
biosynthèse, sont beaucoup moins bioactifs comparés aux PAgs microbiens. Les lymphocytes  
T-Vγ9Vδ2 sont également stimulés par les alkylamines et les aminobiphosphonates (ABP) mais à 
des doses beaucoup plus importantes comparées à celles des PAgs. Les alkylamines sont 
retrouvées dans des extraits de nombreuses plantes comestibles. Les ABP, molécules de 
synthèse inhibitrices de la résorption osseuse, sont indirectement capables de stimuler les 
lymphocytes T-Vγ9Vδ2. Ces molécules ont un mode de reconnaissance par le TCR différent des 
PAg typiques. En effet, les biphosphonates ne sont pas directement activateurs en soi, mais 
entraînent une accumulation des métabolites de la voie endogène du mévalonate  
(IPP, DMAPP) [72-74]. La réactivité des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 vis-à-vis du superantigène SEA  
(Staphylococcal Enterotoxin A) nécessite la présence de molécules de CMH de classe II.  
Cependant, contrairement aux lymphocytes T-αβ, les cellules T-γδ reconnaissent 
majoritairement leur Ag directement, sans restriction du CMH. Par contre, si les molécules du 
CMH ne sont pas obligatoires, l’implication du TCR et le contact cellulaire sont nécessaires à leur 
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activation. Ainsi, le contact avec une autre cellule T-Vγ9Vδ2 ou mieux une CPA (classique ou 
non) permet l’activation des lymphocytes T-γδ. Cependant, cette coopération ne met pas en jeu 
les molécules classiquement retrouvées pour l’apprêtement des Ags pour les lymphocytes 
T-αβ ; une éventuelle molécule de présentation ubiquitaire et non polymorphe pourrait 
intervenir (molécule hypothétique encore à caractériser). 
 
Le TCRγδ, comme celui des lymphocytes T-αβ, est associé au CD3, suggérant une 
cascade de transduction très proche pour les deux types cellulaires. Cependant, comme les 
modes de reconnaissances et les Ags sont très différents, des événements précoces peuvent 
différer. Lors de l’activation par l’IPP ou un anti-CD3, on observe les mêmes événements avec 
des cinétiques différentes. Ainsi, ZAP70, PI3K et la voie des MAPK sont activés plus tardivement 
avec l’IPP, mais le signal est plus soutenu qu’avec un anti-CD3. De même, la co-stimulation par 
le CD28 n’est pas indispensable à l’activation des lymphocytes T-Vγ9Vδ2. En effet, même si le 
CD28 a été impliqué dans la régulation de la réponse des lymphocytes T-γδ murins, son 
expression est variable et son interaction avec la molécule B7 des CPA n’est pas claire [17]. Il 
semble cependant que l’activation des lymphocytes T-γδ requiert des co-stimulateurs en plus de 
la simple stimulation par le TCR. Les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 peuvent aussi être activés ou 
co-activés par les récepteurs de type NK (NKR). C’est le cas, par exemple, des récepteurs NKG2D 
ou CD161 (NKR-P1A). Cependant, afin de reconnaître les cellules infectées ou tumorales, les 
NKR inhibiteurs ou KIR (NKG2A, p58) permettent un contrôle négatif de l’activation des 
lymphocytes T-Vγ9Vδ2 en se liant aux molécules de CMH-I de la cellule cible. En effet, 
contrairement aux lymphocytes T-αβ qui sont contrôlés principalement par la coopération 
CPA/Th, les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 expriment beaucoup plus de molécules de type KIR (80% 
versus 4% pour NKG2A) capables d'en réguler négativement l'activation. 
 
 
INTRODUCTION  
29 
 
Doctorat d’université - EBSB - Toulouse                                        Aude-Hélène CAPIETTO 
 
Figure 11 : Hypothèse de la signalisation du TCRγδ 
Extrait de [75] 
 
 
En se basant sur l’expression de différents marqueurs, il est possible de distinguer 4 
sous-populations de lymphocytes T-Vγ9Vδ2 humains, chacune ayant un stade de différenciation, 
des fonctions spécifiques et une prévalence pour des sites anatomiques distincts. 
Les lymphocytes naïfs (N) expriment les marqueurs CD27 et CD45RA et n’expriment pas le 
CD45RO. Cette sous-population n’exprime pas les récepteurs des chimiokines pro-
inflammatoires CCR2, CCR5, CCR6 et CXCR3 [76-78], mais exprime le récepteur de chimiokine 
CCR7 et le récepteur d’adhérence CD62L permettant leur migration vers les ganglions 
lymphatiques. Les lymphocytes T-γδ N, par analogie avec les lymphocytes T-αβ naïfs, 
démontrent ainsi leur fonction de reconnaissance antigénique périphérique qui permettra leur 
activation, leur migration et leur capacité de prolifération importante sous forte stimulation 
antigénique. A l’inverse, ils produisent peu de cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ, TNF-α) et 
libèrent peu de BLT-estérase, suggérant la nécessité d’une différenciation pour acquérir ce type 
de propriétés. 
Les lymphocytes de type Central Mémoire (CM) expriment le marqueur mémoire CD45RO et le 
CD27 mais n’expriment plus le CD45RA. Leur taux d’expression des récepteurs CCR7 et CD62L 
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est élevé et une partie de cette sous-population peut exprimer les marqueurs CCR5 et CXCR3. 
Cette sous-population requiert une stimulation antigénique plus faible que les lymphocytes T-γδ 
N pour proliférer de façon importante. Ils produisent peu de cytokines pro-inflammatoires (IFN-
γ et TNF-α) et ne libèrent pas de BLT-estérase, suggérant un état de maturation intermédiaire. 
Leur activité cytotoxique est très faible. Le marqueur CXCR5 permet de distinguer deux sous-
populations aux fonctions distinctes, dans ce sous-type de lymphocytes T-γδ CM. En effet, les 
cellules T-γδ CXCR5+, qui expriment également les molécules de co-stimulation ICOS et CD40L, 
produisent de l’IL-2, de l’IL-4 et de l’IL-10. A l’inverse, les cellules T-γδ CXCR5- (ICOS- CD40L-) ne 
produisent pas ces cytokines. La production de cytokines de type Th2 par les lymphocytes T-γδ 
CXCR5
+
 a pour conséquence de promouvoir la production d’anticorps par les  
lymphocytes B [79]. 
Les lymphocytes Effecteurs Mémoires (EM) possèdent un phénotype effecteur puisqu’ils 
n’expriment plus les récepteurs CCR7 et CD62L, ni CD27 et CD45RA, mais expriment fortement 
les récepteurs des chimiokines pro-inflammatoires CCR2, CCR5, CCR6 et CXCR3. Ils possèdent 
également à leur surface le marqueur mémoire CD45RO. A l’inverse des deux précédentes sous- 
populations de lymphocytes T-Vγ9Vδ2, ce sous-type prolifère peu sous stimulation antigénique 
mais produit de fortes quantités d’IFN-γ, TNF-α et libère des BLT-estérases.  
Enfin, les lymphocytes Effecteurs Mémoires terminaux (TEMRA) expriment le CD45RA et sont 
négatifs pour l’expression de CD27 [80]. Cette sous-population ne prolifère quasiment plus, lui 
suggérant un rôle essentiellement cytotoxique. Au sein de ce stade de différenciation terminal, 
on peut distinguer deux types de cellules selon certains marqueurs, impliquant des variations 
fonctionnelles. En effet, certains lymphocytes TEMRA expriment en très faible quantité le 
FcγRIIIA ou CD16 et possèdent une activité essentielle de production (en grande quantité) de 
cytokines de type Th1 (IFN-γ, TNF-α, TNF-β) et TRAIL. Ainsi, ces cellules ont une expression 
faible de perforine intracellulaire. A l’inverse, d’autres cellules TEMRA expriment en quantité 
non négligeable le CD16 à leur surface et possèdent une activité cytotoxique préférentielle,  
directe ou par ADCC. Leur taux de perforine intracellulaire est élevé et leur production de 
cytokine de type Th1 moindre [79, 80]. 
 
Basés sur l’observation des pourcentages de ces différentes sous-populations dans le sang 
périphérique de donneurs sains ; N∼20%, CM∼50%, EM∼25% et TEMRA<0,1% ; du changement 
phénotypique de ces sous-populations après stimulation antigénique, et de l’analyse de la 
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longueur des télomères, F. Dieli et ses collaborateurs ont suggéré la différenciation des 
lymphocytes T-Vγ9Vδ2 selon les étapes suivantes : N->CM->EM->TEMRA [80]. 
 
Du fait des différentes possibilités d’activation des lymphocytes T-Vγ9Vδ2, plusieurs 
études ont démontré l’importance du processus activateur de ces cellules dans la production 
d’une sous-population particulière, et donc de fonctions différentes. Ainsi, l’acide zolédronique 
(ABP) entraîne une diminution très importante des cellules naïves et mémoires en parallèle de 
l’augmentation des cellules effectrices, in vivo. Ce résultat a pu être corrélé avec la diminution 
de la prolifération et l’augmentation de la production d’IFN-γ [81]. Egalement, la stimulation par 
le zoledronate en association avec l’IL-2, entraîne une augmentation du pourcentage de 
lymphocytes T-Vγ9Vδ2 positifs pour l’expression de TRAIL [82, 83]. 
 
 
 
 
 
Figure 12 : Différenciation des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 
Modifié d’après [79, 84] 
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I.1.3.4 Autres sous-populations de lymphocytes T-γδ 
 
Suite à la récente découverte des lymphocytes T CD4
+
 Th17, de nombreuses équipes 
recherchent un phénotype comparable aux lymphocytes T-γδ. Il a ainsi été observé que la 
majorité de l’IL-17 sécrétée dans de nombreux modèles de maladies infectieuses, est produite 
par les lymphocytes T-γδ-IL-17 [85]. De plus, la sécrétion de cette cytokine par les lymphocytes 
T-γδ est beaucoup plus rapide que par les CD4+ Th17, suggérant leur rôle important dans la 
réponse aux infections notamment bactériennes. Ces cellules seraient également impliquées 
dans des modèles de pathologies telles que l’arthrite induite par le collagène, la fibrose 
pulmonaire ou l’encéphalite auto-immune [86, 87].  
 
Dans une étude récente, M.Y. Peng et ses collaborateurs ont mis en évidence une augmentation 
des lymphocytes T-Vδ1 produisant de l’IL-17 dans le sang périphérique de patients tuberculeux. 
Malheureusement, cette étude ne détermine pas l’impact clinique de cette observation [88]. 
Une autre étude portant sur des patients infectés par le HIV-1 démontre une augmentation de 
lymphocytes T-Vδ1 circulants produisant de l’IFN-γ et de l’IL-17. En accord avec les études 
impliquant l’IL-17 dans le contrôle des pathogènes intracellulaires et des champignons, ces 
cellules T-Vδ1-IL-17+ des patients porteurs du HIV prolifèrent et produisent de l’IL-17 suite à 
l’activation par des antigènes de Candida albicans, contrairement aux lymphocytes T-Vδ2-IL17+ 
de ces mêmes patients [89]. Connaissant la sensibilité des patients sidéens aux infections 
opportunistes, cette population de cellules T-Vδ1 circulante de phénotype mémoire, non 
retrouvée chez les donneurs sains, pourrait être la conséquence de la fréquence de ces 
infections chez ces malades. Cette étude démontre également le potentiel des lymphocytes  
T-Vδ2 à produire de l’IL-17 dans un contexte d’infection, puisque la stimulation de ces cellules 
par des protéines purifiées de M. tuberculosis entraîne des résultats similaires à ceux observés 
pour les lymphocytes T-Vδ1, après stimulation par Candida albicans. L’étude des lymphocytes  
T-γδ humains produisant de l’IL-17 n’en est cependant qu’à ses prémices et d’autres données 
devront confirmer leur existence et élucider leurs rôles.  
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D’autres sous-populations de lymphocytes T-γδ ont également été mises en évidence 
suite à différentes données suggérant un potentiel régulateur à ces cellules. En effet, la réponse 
immunitaire des souris TCRδ-/- semble accélérée dans des modèles infectieux [90] ou des 
modèles d’inflammation chronique comme l’encéphalomyélite inflammatoire auto-
immune [91], le lupus érythémateux [92] ou l’inflammation de l’intestin [93]. De plus, en 
l’absence de lymphocytes T-γδ, certaines souches de souris développent une dermatite induite 
par les lymphocytes T-αβ, en présence d’allergènes ou d’irritants [94]. Egalement, seule une 
petite fraction de cellules T-γδ est suffisante pour prévenir le transfert adoptif du diabète dans 
des modèles murins [95]. Les lymphocytes T-γδ sont aussi constitutivement présents à 
l’interface materno-fœtale et ces cellules Vδ1+ produisent du TGF-β et de l’IL-10. Enfin, la 
transplantation de splénocytes T-γδ murins prévient le rejet de la greffe. Ainsi, l’ensemble de  
ces résultats soutient l’hypothèse d’une population régulatrice de lymphocytes T-γδ, par 
analogie aux CD4
+
CD25
+
 Tregs. N. Kang et ses collègues ont ainsi démontré la présence de 
lymphocytes T-γδ FoxP3+, vraisemblablement capables d’immunorégulation, chez l’homme et 
chez la souris [96]. Cependant, comme pour les phénotypes ou proportions des lymphocytes
 T-γδ en général, cette sous-population ne déroge pas à la règle avérant des fonctions 
différentes entre les deux espèces. En effet, si les cellules T-γδ fraichement isolées d’une rate 
murine, de PBMC humains ou encore de TILs humains expriment faiblement les marqueurs 
FoxP3 et CD25, des différences apparaissent après stimulation in vitro. L’activation par un anti-
TCRγδ en association au TGF-β permet d’induire l’expression des deux marqueurs sur les 
lymphocytes T-γδ murins, synonyme de fonctions inhibitrices par perte de la sécrétion en IL-2. A 
l’inverse, ce même type de stimulation ou l’activation par un anti-TCRγδ seul, entraîne 
l’expression à la surface des deux marqueurs sur les lymphocytes T-γδ (Vδ1 et Vδ2) issus de 
PBMC sans que ces cellules ne possèdent de propriété inhibitrice. De plus, l’expression des 
marqueurs FoxP3 et CD25 diminue au cours du temps de culture [96].  
Suite à ces données et aux travaux de G. Peng, de A.A. Kuhl et de leurs collaborateurs 
respectifs, l’hypothèse d’une population régulatrice de lymphocytes T-γδ reste d’actualité, mais 
pourrait différer phénotypiquement de celle des lymphocytes conventionnels. En effet, des 
clones de lymphocytes T-Vδ1 issus de TILs de cancer du sein humain, montrent des effets  
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inhibiteurs envers l’activation de cellules T naïves in vitro. Cependant, ces cellules n’expriment 
ni FoxP3, ni le CD25 et ne sécrètent ni TGF-β, ni IL-10 [97]. De plus, la stimulation par un anti-
CD3 et un anti-CD28 de lymphocytes T-γδ isolés de PBMC de donneurs sains n’entraîne ni la 
prolifération de ces cellules, ni l’expression de FoxP3 ou du CD25. En revanche, ces cellules 
présentent une fonction inhibitrice envers les lymphocytes T CD4
+
 aussi prononcée que celle des 
lymphocytes CD4
+
CD25
+
 Tregs. Parmi ces cellules T-γδ, la sous population T-Vδ1 est productrice 
d’IL-10 et de grandes quantités de TGF-β [98]. Ainsi, la caractérisation des lymphocytes T-γδ 
possédant une fonction inhibitrice reste à préciser, comme le sens de leur implication 
physiopathologique. 
 
I.1.3.5 Lymphocytes T-γδ et cancer 
 
Les lymphocytes T-γδ, malgré leur nombre minoritaire, sont impliqués dans l’immunité 
anti-tumorale. Le premier argument concernant cette fonction fut la réactivité de ces cellules 
vis-à-vis de cibles tumorales, in vitro [99]. Ensuite, plusieurs études ont fourni l’évidence de 
lymphocytes T-γδ infiltrant les tumeurs, en particulier d’origine épithéliale. Ainsi, A. Choudhary 
et ses collaborateurs ont isolé des lymphocytes T-Vγ3Vδ1 à partir de 3 tumeurs rénales 
consécutives d’un même patient et ont démontré leur potentiel cytotoxique [100]. De même, 
les travaux de H. Kobayashi et ses collègues ont mis en évidence une proportion élevée de 
cellules T-γδ parmi les TILs de certains patients atteints de carcinome rénal et une augmentation 
de la proportion des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 dans le sang périphérique de ces mêmes  
patients [101]. Chez l’homme, des clones de lymphocytes T-γδ ont aussi pu être isolés des tissus 
de tumeurs colorectales primaires ou métastatiques, tumeurs pulmonaires, mélanomes et des 
ganglions sentinelles de mélanomes [102-105]. Enfin, dans des xénogreffes de lignées murines 
de tumeurs prostatiques, les lymphocytes T-γδ murins amplifiés ex vivo, marqués à la GFP puis 
injectés en intraveineux, ont pu être localisés par microscopie à fluorescence dans la  
tumeur [106]. Concernant les lymphomes B, bien que les lymphocytes T-γδ soient cytotoxiques 
envers ces cibles, ces tumeurs ne semblent pas être préférentiellement infiltrées par ces 
cellules. Cependant, le nombre de lymphocytes T-γδ dans le sang de certains patients est 
augmenté [107]. 
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Afin de démontrer le rôle des lymphocytes T-γδ dans l’immunité protective anti-
tumorale, des souris TCRγ-/- ont été utilisées. Lors de l’exposition de ces souris à des agents 
carcinogènes ou l’inoculation de cellules de lignée de carcinome, la tumorigenèse s’est révélée 
augmentée [108]. De plus, des souris invalidées pour le gène de la β2-microglobuline et de la 
perforine (β2mKOperforineKO) ont une incidence accrue de lymphome B spontanés, par rapport 
aux souris KO pour la perforine seule, à celles KO pour la β2-microglobuline seule ou aux WT qui 
n’ont pas développé de tumeur. En inoculant les cellules de tumeurs primaires issues des souris 
β2mKOperforineKO aux souris perforineKO, les auteurs ont observé la croissance des tumeurs, 
contrairement à l’inoculation dans des souris WT ou déficientes pour TRAIL, TNF, FasL et l’INF-γ. 
Pour déterminer les sous-populations importantes dans la surveillance anti-tumorale, les 
auteurs ont injecté les cellules issues des tumeurs primaires de souris β2mKOperforineKO à 
différentes souris déficientes. Seules les souris RAG1
-/-
 ne possédant pas de lymphocytes T et les 
souris sans cellules NK et T-γδ permettaient l’apparition de tumeurs [109]. Ces données 
indiquent l’importance des lymphocytes T-γδ dans le rejet des tumeurs, médié par la perforine. 
 
De récentes études ont démontré le potentiel cytotoxique de clones T-γδ Vδ2neg isolés 
de patients infectés par le CMV, envers des lignées de cellules épithéliales intestinales 
tumorales. Cette réactivité requiert l’engagement du TCR mais est indépendante des molécules 
de CMH de classe I ou de NKG2D [110]. Cette même équipe a récemment démontré le potentiel 
thérapeutique de ces lymphocytes T-γδ, in vivo. En effet, la co-injection sous-cutanée de clones 
de lymphocytes T-Vδ2neg avec des lignées tumorales coliques retarde la croissance tumorale 
dans des souris Rag
-/-γc-/-. De plus, la lignée tumorale humaine HT-29 sécrète la chimiokine  
MIP-1δ capable d’attirer les clones de cellules T-Vδ2neg par liaison au récepteur CCR3 des 
lymphocytes T-γδ. Ainsi, des injections intra-péritonéales répétées de ces mêmes clones 
améliorent l’inhibition de croissance tumorale ; effet non observé en présence d’un  
anti-CCR3 [111]. Dans cette étude, les lignées de cellules T-Vδ2+ issues de donneurs sains 
étaient moins réactives que les clones de lymphocytes T-Vδ2neg vis-à-vis de la lignée tumorale 
colique HT-29. Ce n’est pas le cas de toutes les lignées tumorales épithéliales coliques ou  
autres [112]. En effet, la reconnaissance spécifique des cibles tumorales par les différentes sous- 
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populations de lymphocytes T-γδ varie en fonction de l’épithélium, mais aussi du type de 
carcinome. On retrouve également ces variations au niveau des hémopathies [113]. 
 
Parmi les lymphocytes T-γδ, la sous-population périphérique majoritaire, T-Vγ9Vδ2, 
correspond à une population facilement amplifiable par les PAgs et l’IL-2, in vitro et in vivo. La 
première étude démontrant l’expansion des lymphocytes T-γδ in vivo fut une étude pilote : 5 
patients sur 9 atteints de lymphome non Hodgkinien ou de myélome multiple ayant des 
lymphocytes T-Vγ9Vδ2 répondeurs in vitro, ont présenté une activation et une prolifération de 
leurs cellules T-Vγ9Vδ2 in vivo par le PAM et l’IL-2. 33% des patients traités ont obtenu une 
rémission partielle et 2 patients ont obtenu une stabilisation de leur maladie, indiquant 
l’implication des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 dans l’effet anti-tumoral [114]. Deux autres études ont 
ensuite été initiées avec l’acide zolédronique. L’une, in vitro, permet de distinguer deux 
populations de patients atteints de myélome multiple : une population répondeuse au 
zoledronate + IL-2 montrant une amplification des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 avec un phénotype 
mémoire majoritaire et une population non-répondeuse avec des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 peu 
prolifératifs et de phénotype TEMRA (différentiation terminale) majoritaire. Ces deux sous-
types de populations ont cependant la capacité d’inhiber la croissance des cellules de myélome 
immortalisées ou primaires de façon contact-dépendant. L’autre étude a été réalisée avec 9 
patients atteints de cancer du sein et prostatique. Après 3 mois, le pourcentage in vivo des 
lymphocytes T-Vγ9Vδ2 effecteurs (CD27-CD45RA-) des patients traités a augmenté, pendant que 
les pourcentages des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 naïfs et mémoires ont diminué. Les lymphocytes 
T-γδ effecteurs amplifiés in vivo avaient aussi une capacité proliférative diminuée et une 
production d’IFN-γ augmentée sous activation par l’IPP en culture. Ces résultats suggèrent donc 
une capacité des lymphocytes T-γδ de patients atteints de différents cancers à être répondeurs 
à la stimulation des ABP in vivo et démontrent ainsi le potentiel immunothérapeutique des 
cellules T-γδ chez l’homme [81, 115]. De plus, ces données sont supportées par des études 
in vitro démontrant une amélioration significative de la cytotoxicité directe des lymphocytes 
T-γδ, contre des cellules cibles de divers lymphomes et myélomes [73, 116]. 
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I.2 Les cellules NK 
I.2.1 Cellules NK et réponse immunitaire 
 
Les cellules NK représentent 5 à 15% des cellules du sang périphérique et ont un rôle 
central comme acteur de l’immunité innée. En effet, leur rôle est à la fois d’éviter la progression 
de l’infection ou de la pathologie tout en déclenchant l’immunité adaptative. Pour cela, elles ne 
nécessitent pas d’immunisation préalable à leur activité pour une action rapide et sont donc 
directement cytotoxiques. Elles sont activées par de nombreuses cytokines produites par les 
macrophages, telles l’IFN-α, l’IFN-β, le TNF-α ou l’IL-12. Cependant, les cellules NK doivent 
distinguer les cellules infectées ou tumorales des cellules “saines”, puisque leur engagement 
n’est pas spécifique d’un seul antigène. En effet, elles possèdent deux grands types de 
récepteurs (NKR), les récepteurs dits “activateurs” et ceux dits “inhibiteurs” ; l’intégration des 
différents signaux induisant leur activité cytotoxique ou leur tolérance.  
 
Selon l’hypothèse du “missing-self” établie par K. Karre, les récepteurs inhibiteurs 
reconnaissent des molécules de CMH de classe I permettant la discrimination des cellules 
“normales” du soi des cellules “anormales” ou du non-soi [117]. Les NKR inhibiteurs 
appartiennent à deux grands types de familles moléculaires, la superfamille des 
immunoglobulines (Ig) (“KIRs inhibiteurs” ou ILT2, Leucocytes Ig-like Receptor, LIR1) et la famille 
des lectines de type C (CD94/NKG2A). Les récepteurs “KIRs inhibiteurs” reconnaissent les 
molécules de CMH-I classique (HLA-A, -B, -C) présentes à la surface des cellules (sauf KIR2DL4 
qui reconnaît la molécule de CMH-I non classique HLA-G) [118]. Le récepteur ILT2 reconnaît des 
molécules de CMH-I classiques (HLA-A, -B) ou non classique (HLA-G) [119]. L’hétérodimère 
CD94/NKG2A (Natural Killer Group-2A) reconnaît la molécule de CMH-I non classique HLA-E 
dont l’expression est dépendante des molécules HLA-A, -B, -C et -G [120]. Si les structures 
extracellulaires et les ligands sont différents pour les récepteurs inhibiteurs, ils possèdent tous 
un motif ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif) dans leur partie intracellulaire. 
Consécutivement à l’engagement du ligand, les résidus tyrosine de ce motif ITIM sont 
phosphorylés et permettent le recrutement des phosphatases SHP1, SHP2 et SHIP1. Ces  
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enzymes déphosphorylent les protéines cibles des protéines associées aux récepteurs 
activateurs des cellules NK, bloquant ainsi transitoirement la cascade de signalisation activatrice 
de ces récepteurs. Si la présence de signaux inhibiteurs bloque l’activité cytotoxique des NK, à 
l’inverse, leur absence la promeut. Cependant, cette activité nécessite une reconnaissance de 
signaux activateurs des cellules cibles par les cellules NK.  
 
Les NKR activateurs appartiennent à plusieurs types de familles moléculaires, la 
superfamille des immunoglobulines (Ig) et sont alors appelés “KIRs activateurs ou KARs” 
(KIR2DS1, KIR2DS2, KIR3DS1 et KIR2DS4) ou CD16 (FcγRIIIA), la famille des lectines de type C 
(CD94/NKG2C, NKG2D) et la famille des NCR (NKp30, NKp44, NKp46). Les récepteurs “KARs” 
reconnaissent les molécules de CMH-I classique (HLA-A, -B, -C) présentes à la surface des 
cellules [121]. Le récepteur CD16 est un récepteur de faible affinité pour le fragment constant 
des Ig et permet ainsi d’engendrer le processus d’ADCC (Antibody Dependent Cell-mediated 
Cytotoxicity) [121]. Le récepteur CD94/NKG2C reconnaît les molécules de CMH-I non classique 
HLA-E [121] et parmi les NCR (Natural Cytotoxicity Receptor), seul NKp30 est connu pour 
reconnaître la molécule B7-H6 exprimée par les cellules tumorales [122, 123]. L’engagement de 
ces récepteurs activateurs induit la phosphorylation des motifs ITAM des protéines adaptatrices 
CD3-ζ, DAP12, FcεRI-γ par les protéines kinases de la famille des Src, lesquelles entraînent des 
voies de signalisation menant à l’activité cytotoxique des cellules NK [124]. Le récepteur NKG2D 
lie des protéines endogènes dites de stress et ayant une structure proche de celle du CMH-I : 
MIC-A, MIC-B (CMH class I chain related protein-A et -B) et ULBP1-4 (UL16-Binding Protein 1-4) 
[52]. Ce récepteur est associé à la protéine transmembranaire DAP10 qui ne présente pas de 
motif ITAM mais un motif YINM qui permet le recrutement de la sous-unité p85 de la PI3K ou de 
Grb2. Ces deux protéines sont indispensables à l’activité cytotoxique des cellules NK induite par 
l’engagement de NKG2D [125].  
Si les récepteurs activateurs des cellules NK possèdent des ligands différents, l’activation de ces 
cellules requiert l’intégration de plusieurs signaux simultanés. En effet, l’utilisation séparée 
d’anticorps agonistes spécifiques de chaque récepteur activateur n’induit pas de fonction 
cytotoxique, en dehors du CD16. Des combinaisons semblent nécessaires, suggérant un 
fonctionnement comme co-récepteur aux récepteurs activateurs [124, 126]. 
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Figure 13 : Intégration des signaux inhibiteurs et activateurs par les cellules NK  
Extrait de [127] 
 
 
 
 
 
Les mécanismes de lyse des cellules cibles sont les mêmes que ceux des CTLs : 
l’exocytose de granules cytotoxiques et l’apoptose induite par les récepteurs de mort. En 
parallèle, elles sécrètent des cytokines et chimiokines (IFN-γ, TNF-α, CCL3, CCL4, CCL5), 
recrutant et activant les acteurs de l’immunité innée (macrophages, CD) et adaptative 
(lymphocytes T) [128]. 
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Figure 14 : Activités cytotoxiques des cellules NK  
Extrait de [128] 
 
 
I.2.2 Cellules NK et cancer 
  
 Plusieurs études ont démontré l’importance des cellules NK dans l’immunité anti-
tumorale. En premier lieu, ces cellules présentent la capacité de tuer les cellules tumorales 
déficientes en molécules de CMH de classe I, in vitro [129] et in vivo [117]. Ensuite, leur 
infiltration au sein des tumeurs a été corrélée à un meilleur pronostic dans divers types de 
cancers [130]. De plus, leur activité dans le sang périphérique s’avère directement corrélée au 
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risque de développement de tumeurs [131]. Des études in vivo tendent aussi à démontrer 
l’implication des cellules NK dans la prévention des cancers et le contrôle de la progression 
tumorale, soit par l’utilisation d’anticorps dirigés contre ces cellules, soit par des approches de 
transgénèse éliminant leur développement dans des modèles murins [132-135]. Les cellules NK, 
en détruisant rapidement les cellules tumorales, permettent aux CPA de capter des antigènes 
tumoraux et participent donc à la mise en place de la réponse adaptative [136]. En sécrétant 
des cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ, TNF-α) associées au contact cellulaire, les cellules NK 
induisent également l’activation et la maturation des cellules dendritiques [137].  
 
I.3 Les cellules dendritiques 
I.3.1 Cellule dendritique et réponse immunitaire 
 
 Les cellules dendritiques sont indispensables à la mise en place de l’immunité adaptative 
puisque ce sont les principales CPA. Ainsi, les CDs immatures sont localisées dans les tissus 
périphériques et recherchent en permanence des signaux étrangers. Cependant, avant de 
devenir des CPA, elles nécessitent une activation et une maturation. Cette activation fait 
habituellement suite à la reconnaissance de PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns, 
des motifs moléculaires d’origine typiquement microbienne) ou de DAMPs (Damage Associated 
Molecular Pattern, signaux de dangers produits par les cellules en conditions non 
physiologiques, libérés par nécrose ou apoptose des cellules [138, 139]) par les récepteurs PRR 
(Pattern Recognition Receptor) des CDs.  
 
Une fois activées au site d’infection ou d’inflammation, les CDs immatures subissent des 
changements morphologiques, phénotypiques et fonctionnels pour devenir des cellules matures 
capables de présenter les antigènes aux cellules de l’immunité cellulaire. Ce processus de 
maturation inclut la perte d’expression des récepteurs aux chimiokines périphériques (CCR1, 
CCR2 et CCR5) et l’expression de CCR7 qui permet leur migration vers les ganglions 
lymphatiques. Egalement, la relocalisation à la membrane cellulaire des complexes CMH-I et -II 
associés aux peptides antigéniques, l’expression de molécules de co-stimulation (CD40, CD80 et 
CD86) et la sécrétion de cytokines comme l’IL-12, sont indispensables à l’interaction avec les 
lymphocytes T CD8
+
 et à l’initiation de la réponse adaptative [140].  
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Figure 15 : Reconnaissance des signaux étrangers et activation des cellules dendritiques  
Extrait de [139] 
 
 
 
 
I.3.2 Cellule dendritique et cancer 
 
Plusieurs études ont démontré la faculté de reconnaissance des cellules tumorales par 
les CDs. Ainsi, l’acide urique libéré par les cellules tumorales mourantes est transformé en urate 
monosodé (MSU) dans le milieu extracellulaire riche en sodium. Le MSU stimule la maturation 
des CDs et favorise ainsi l’immunité adaptative spécifique, synonyme de rejet de  
tumeurs [141, 142]. D’autres constituants cellulaires peuvent aussi activer les CDs. C’est le cas 
du constituant nucléaire HMGB1 (High Mobility Group Box 1), libéré par les cellules tumorales 
après chimiothérapie ou radiothérapie, qui peut-être reconnu par le récepteur TLR4 des CDs et 
entraîner la stimulation et la prolifération spécifique de CTLs [143]. Les protéines de choc  
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thermique (HSP) ou l’ADN génomique participent également à l’initiation de la réponse immune  
adaptative par stimulation des CDs [139]. Des études sur modèles murins ont suggéré la faculté 
des CDs du microenvironnement tumoral à devenir matures et pouvoir ainsi activer la réponse 
immunitaire à travers les antigènes associés aux tumeurs (TAA) [144]. Par la suite, plusieurs 
études cliniques ont corrélé l’infiltration des CDs matures à la survie des patients. C’est le cas 
d’une étude sur le mélanome qui a également démontré une corrélation entre la densité des 
CDs et la présence de lymphocytes T activés [145], ou d’une étude sur le cancer du sein 
montrant une corrélation inverse entre l’infiltration des CDs mature CD83
+
 dans la tumeur et les 
métastases ganglionnaires [146] ou encore du cancer gastrique [147]. Les CDs sont donc 
capables de promouvoir la surveillance immunitaire anti-tumorale dans plusieurs types de 
cancers. 
 
II Mécanismes d’immunoattaque tumorale “physiologique” 
 
La première ligne de défense de l’organisme face à une agression repose sur les cellules 
du système immunitaire inné : CD, NK, macrophages, PN, PB, PE et mastocytes. Les CDs, 
macrophages et mastocytes, localisés dans les tissus, servent de sentinelles aux signaux de 
stress de leur microenvironnement. Lorsque l’homéostasie du tissu est perturbée, les 
macrophages et mastocytes libèrent immédiatement des médiateurs solubles (cytokines, 
chimiokines, MMP, espèces réactives de l’oxygène-ROS, histamine) qui permettent la 
mobilisation et l’infiltration d’autres leucocytes au site inflammatoire. Ces deux types cellulaires 
activent également le système vasculaire et les fibroblastes, afin d’orchestrer l’élimination 
d’organismes étrangers puis de réparer les tissus endommagés. Malgré l’appartenance au soi, 
les cellules immunitaires peuvent reconnaître les cellules tumorales. En effet, la transformation 
tumorale entraîne des modifications d’expression des protéines de surface des cellules 
cancéreuses, les rendant reconnaissables (à l’instar du “non-soi”) par les cellules immunitaires. 
Ainsi, les cellules NK, macrophages, T-γδ et NKT reconnaissent des protéines de stress telles 
MIC-A et -B grâce à leurs récepteurs NKG2D. Les cellules NK, à travers leur récepteurs KIRs et 
KARs peuvent également détecter une perte de molécules de CMH de classe I sur ces cellules  
 
INTRODUCTION  
44 
 
Doctorat d’université - EBSB - Toulouse                                        Aude-Hélène CAPIETTO 
 
tumorales. Ces cellules de l’immunité innée capables de reconnaître des cellules transformées, 
induisent leur apoptose. Les CDs peuvent alors phagocyter des cellules apoptotiques par 
l’intermédiaire de leur récepteurs CD36 et des intégrines αvβ5. Comme les macrophages, elles 
peuvent également ingérer des HSPs (molécules de choc thermique) complexées à des peptides 
dérivés de la tumeur et libérés par des cellules cancéreuses nécrotiques, grâce à leur récepteurs 
scavengers. Les cellules NK interagissent également de façon bi-directionnelle avec les CDs, ce 
qui permet d’une part d’éliminer les CDs immatures et de promouvoir leur maturation et 
d’autre part, de réguler l’activation des cellules NK. Les lymphocytes T-γδ, en sécrétant l’IL-17 et 
la chimiokine CCL2, participent au recrutement des cellules de l’immunité innée sur le site 
inflammatoire (PN, monocytes et macrophages) mais également à la mise en place de la 
réponse adaptative en activant les CDs immatures.  
 
 
 
 
Figure 16 : Immunité innée, cancer et lymphocytes T-γδ 
Extrait de [2, 148] 
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Les cellules de l’immunité innée ont la caractéristique de répondre rapidement aux 
agressions mais ne possèdent pas de fonction mémoire. Leur rôle est donc de limiter l’agression 
et d’initier la réponse immune adaptative. En effet, la réponse primaire adaptative est de 
cinétique plus lente puisqu’elle requiert l’interaction directe entre des CPA matures présentant 
les antigènes et les lymphocytes T afin de les activer et d’induire leur expansion clonale. Ainsi, 
les CDs ayant ingéré des antigènes tumoraux maturent pendant leur migration vers les 
ganglions lymphatiques, où elles présentent ces antigènes apprêtés par les molécules de CMH. 
L’expression des molécules de co-stimulation à leur surface et la sécrétion d’IL-12 et d’IL-18 
permet de promouvoir les réponses Th1, CTL et B. Les lymphocytes T-γδ, en migrant vers les 
ganglions lymphatiques grâce aux récepteurs de chimiokines, interagissent avec les lymphocytes 
T-αβ et les B et participent aussi à leur activation.  
 
 
 
 
Figure 17 : Immunité adaptative, cancer et lymphocytes T-γδ  
Extrait de [2, 148] 
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Les cellules T et B différenciées migrent alors en nombre important sur le site de 
l’inflammation ; les lymphocytes T CD4
+
 produisent des cytokines pro-inflammatoires, les 
lymphocytes B des anticorps spécifiques et les CTLs éliminent les cellules tumorales et  
les cellules endommagées par les systèmes perforine/granzyme, Fas/FasL ou  
TRAIL-R/TRAIL [2, 148, 149]. 
 
Une fois l’agression stoppée, certaines cellules régulatrices permettent l’arrêt de la 
réponse immunitaire et de l’inflammation pour une réparation optimale du tissu lésé. Les 
lymphocytes T-γδ font partie intégrante de ce processus puisqu’ils recrutent des cellules  
(PN, macrophages, monocytes) et sécrètent des facteurs participant à la réparation tissulaire.  
Ils éliminent également les cellules immunitaires activées (macrophages et  
lymphocytes T-αβ) [148]. 
 
 
 
 
 
Figure 18 : Lymphocytes T-γδ et arrêt de la réponse immune  
Extrait de [148] 
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III Mécanismes d’immunoévasion 
 
 Le développement tumoral se décrit par au moins 3 étapes : l’induction et 
l’accumulation de mutations, la progression par des mécanismes physiques et chimiques non 
mutagènes et l’invasion avec l’apparition de métastases [150]. Au cours de ces étapes, la 
plupart des cancers acquièrent de nouveaux antigènes et induisent une inflammation. Dans un 
premier temps, ces phénomènes potentialisent la réponse immune anti-tumorale comme nous 
venons de le voir. Cependant, dans certains cas, un équilibre s’établit entre le système 
immunitaire et la persistance de cellules tumorales. La pression de sélection immune et le 
développement tumoral grâce au stroma (fibroblastes, cellules endothéliales, cellules immunes 
et progéniteurs) entraînent ainsi, secondairement, l’inhibition des cellules immunitaires 
favorisant la progression du cancer [151, 152].  
 
Lorsque l’homéostasie tissulaire est perturbée de façon chronique, les types cellulaires, 
les médiateurs solubles et les réponses induites peuvent entraîner un remodelage tissulaire 
excessif, une perte d’architecture tissulaire et des altérations au niveau protéique et ADN dues 
au stress oxydatif. Ces phénomènes peuvent provoquer des interactions inadaptées entre les 
cellules immunitaires et augmenter le risque de développement de cancer. En effet, si 
l’infiltration intra-tumorale des leucocytes est corrélée à un pronostic favorable dans plusieurs 
types de cancers (colorectal, gastrique) [153, 154], ce n’est pas le cas de tous les cancers (sein, 
poumon, mélanome) [155-157]. De plus, des patients susceptibles à l’inflammation chronique 
présentent un risque plus élevé de développer un cancer [158]. Cependant, il reste à établir si 
l’inflammation chronique engendre le cancer -comme suggéré par les travaux de  
L. Coussens [159]- ou si au contraire, le cancer induit l’inflammation provoquant elle-même 
l’échec à la normalisation du système immunitaire. Des études épidémiologiques démontrent 
que l’inhibition chronique de l’inflammation par la prise régulière d’anti-inflammatoire 
(inhibiteurs des COX-2 et aspirine) chez des patients présentant des maladies pré-cancéreuses 
ou prédisposés au cancer, diminue leur risque de développer un cancer [160]. Les cellules 
immunitaires sont sensées éliminer les cellules endommagées alors pourquoi l’inflammation  
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est-elle un facteur pro-tumoral ? Une des explications possible repose sur le fait que 
l’inflammation permet l’attraction de types cellulaires favorables au développement tumoral. 
En effet, les patients atteints de cancer possèdent des lymphocytes T régulateurs et des cellules 
myéloïdes suppressives dans leur circulation, les organes lymphoïdes et les tissus 
tumoraux [161, 162] inhibant les fonctions cytotoxiques des lymphocytes T [163] ou les rendant 
anergiques suite à des stimulations répétées. Le déséquilibre obtenu alors en faveur du cancer 
laisse libre cours à la progression tumorale, synonyme de changements rapides dans le 
phénotype des cellules tumorales et ne laissant alors que peu de chance au système 
immunitaire de s’adapter (mutations, perte d’expression antigénique) face à la croissance 
tumorale extrêmement rapide. 
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Figure 19 : Hypothèse du développement tumoral  
Extrait de [164] 
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III.1 Cellules tumorales 
III.1.1 “Invisibilité de la cellule tumorale” 
III.1.1.1 CMH de classe I 
 
 Un des mécanismes de résistance des cellules tumorales consiste en une perte ou une 
diminution d’expression des molécules de CMH de classe I. Ce phénomène a pu être observé 
dans divers types de cancers humains (lymphome B, colon, sein, …) et corrélé au mauvais 
pronostic des patients [165]. Plusieurs mécanismes ont été impliqués comprenant la perte 
d’hétérozygotie des gènes codant pour le CMH-I, la perte d’expression (délétion ou mutation) 
du gène codant pour la β2-microglobuline [166] et la diminution d’expression des gènes 
impliqués dans l’apprêtement des antigènes (TAP1 et TAP2) ou dans l’immunoprotéasome 
(LMP2 et LMP7) [167]. Les cellules tumorales n’exprimant plus ou peu de CMH-I ne peuvent 
alors plus être reconnues par les CTLs, un contexte souvent associé au caractère agressif des 
tumeurs [168, 169]. 
 
III.1.1.2 Expression antigénique des tumeurs 
 
 L’immunité anti-tumorale adaptative nécessite la reconnaissance d’antigènes 
spécifiques. Depuis les travaux fondateurs de T. Boon et ses collaborateurs, des centaines 
d’antigènes tumoraux ont été mis en évidence dans divers types de cancers [170]. Au cours de 
la croissance tumorale, cependant, la perte ou la diminution de leur expression est  
fréquente [171, 172]. En effet, au cours de leur prolifération, les cellules tumorales acquièrent 
des mutations favorisant la perte d’expression d’antigènes tumoraux, et ainsi leur échappement 
à la réponse immune adaptative [173]. 
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Gene/protein tumor status 
ACE gut carcinoma differentiation antigen 
BAGE-1 melanoma specific antigen 
bcr-abl CML mutated antigen 
beta-catenin melanoma mutated antigen 
cdc27 melanoma mutated antigen 
Cyclin-D1 ubiquitous overexpressed antigen 
GAGE- testis cancer specific antigen 
gp100/Pmel 17 melanoma differentiation antigen 
HER-2/neu ubiquitous overexpressed antigen 
HLA-A2d renal cell carcinoma mutated antigen 
LAGE- testis cancer specific antigen 
MAGE- melanoma specific antigen 
MART-1 / Melan-A melanoma differentiation antigen 
MART-2 lung carcinoma mutated antigen 
M-CSF ubiquitous overexpressed antigen 
MMP-2 ubiquitous overexpressed antigen 
p53 ubiquitous overexpressed antigen 
PSA prostate carcinoma differentiation antigen 
TGF-betaRII colorectal carcinoma mutated antigen 
VEGF ubiquitous overexpressed antigen 
 
Table 4 : Exemples d’antigènes tumoraux 
Extrait de http://www.cancerimmunity.org/peptidedatabase/Tcellepitopes.htm 
 
 
III.1.2 Résistance à l’apoptose 
 
 Les principaux mécanismes d’induction de la mort des cellules tumorales par les cellules 
immunitaires sont la cytotoxicité médiée par l’exocytose des granules lytiques ou par les 
récepteurs à domaine de mort. Plusieurs études démontrent l’acquisition de résistances à ces 
mécanismes.  
  
Du fait de l’up-régulation du récepteur CD95/Fas sur les lymphocytes T activés, de 
l’expression altérée de Fas dans de nombreux cancers et de la progression tumorale lors de son 
inhibition, ce récepteur est considéré comme ayant un rôle suppresseur de tumeur. En effet, 
l’expression de Fas a été observée diminuée [174, 175] ou exprimée sous une forme mutée et 
inactive [176, 177] dans certains tissus cancéreux, en comparaison des tissus sains. Egalement, 
les cellules tumorales peuvent sécréter des récepteurs solubles (sCD95 et DcR3) pour le ligand 
INTRODUCTION  
52 
 
Doctorat d’université - EBSB - Toulouse                                        Aude-Hélène CAPIETTO 
CD95L/FasL, empêchant sa fixation sur leur récepteur CD95/Fas [178, 179]. Enfin, la FLICE-
inhibitory protein (FLIP) est fréquemment retrouvée surexprimée dans plusieurs cancers (colon, 
ovaire, sein, …) où elle induit la résistance à l’apoptose liée au CD95/Fas [180]. En effet, cette 
protéine anti-apoptotique bloque la liaison de la caspase 8 à FADD (Fas Associated Death 
Domain), empêchant l’activation de cette dernière. Ce mécanisme pro-tumoral semble majeur 
dans certains types de cancers murins, puisqu’une étude a démontré l’inactivité des CTLs contre 
deux types de cellules tumorales murines surexprimant FLIP avec une voie perforine/granzyme 
active, in vivo [181]. Plusieurs études ont démontré un rôle similaire à TRAIL et ses 
récepteurs [177, 180]. 
 
 
 
Figure 20 : Mécanismes de résistance à l’apoptose (*)  
modifié de [180] 
 
 
L’unique déficience de Fas n’induit cependant pas de tumorigenèse mais un syndrome  
lymphoprolifératif [182], chez l’homme comme chez la souris. Cette donnée, en association 
avec une expression altérée de Fas en fonction de la sévérité du grade de certaines tumeurs, 
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suggère donc une régulation de l’expression de Fas sous la pression de sélection immune plutôt 
que de la transformation maligne elle-même.   
 
 Concernant la seconde voie de mort, un inhibiteur de granzyme B (PI-9) a été détecté 
dans plusieurs types de tumeurs humaines (mélanome, colon, sein) [183]. Les auteurs ont 
observé un inhibiteur homologue (SPI-6) dans les tumeurs murines et ont corrélé son expression 
à l’inhibition de la lyse des cellules tumorales par les CTLs, in vitro et in vivo. Cependant, dans 
une autre étude sur des cellules de lymphome, la lyse des cellules tumorales est conservée en 
présence de fort taux d’expression de PI-9 [184], ce qui semble cohérent avec la présence 
d’autres molécules cytotoxiques dans les granules lytiques des CTLs (granulysine, granzyme A). 
La perforine peut également être inhibée comme le décrit une étude sur les cellules de 
leucémie aiguë myéloïde et les cellules NK [185]. Ainsi, les cellules tumorales peuvent résister 
aux deux voies principales de cytotoxicité médiée par les cellules “tueuses” du système 
immunitaire, favorisant leur croissance. 
 
 D’autres mécanismes tels que ceux mettant en jeu les récepteurs TLR peuvent 
intervenir. En effet, les cellules tumorales mortes émettent un signal permettant aux CPA (CD et 
macrophage) de se différencier en cellules matures phagocytiques. Le récepteur TLR4 pourrait 
promouvoir ce signal [143]. Ainsi, des patientes avec un cancer du sein portant une perte de 
fonction allélique pour le TLR4 récidivaient plus rapidement après chimiothérapie et 
radiothérapie que celles ayant deux copies fonctionnelles du gène. Cette observation démontre 
le rôle essentiel de la réponse induite par les cellules tumorales mortes pour le succès des 
thérapies anti-cancéreuses [186]. Ce concept a été baptisé “mort immunogène” [187]. 
 
III.1.3 Production de molécules immunosuppressives  
III.1.3.1 Interleukine-10 
 
 L’interleukine-10 (IL-10) étant connue pour réguler l’inflammation des infections par des 
micro-organismes [188], son implication a été recherchée dans le développement des cancers. 
Des études ont ainsi avéré des taux élevés de cette cytokine dans les biopsies et dans le sérum 
de patients atteints de divers cancers (colon, poumon, rein, foie) [189]. L’IL-10, présente dans le 
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microenvironnement tumoral, inhibe l’activation des macrophages et des CDs, ainsi que la 
maturation et les fonctions de ces dernières [190, 191]. De manière indirecte, elle bloque donc 
la mise en place de la réponse immune adaptative par les lymphocytes T CD8
+
. L’IL-10 est 
également capable d’inhiber la prolifération, la synthèse d’IL-2, d’IFN-γ et de TNF-α par les 
lymphocytes T CD4
+
 [189]. Enfin, cette cytokine a été impliquée dans la diminution des 
molécules de CMH de classe I et de molécules d’adhésion (ICAM-1) par les cellules tumorales, 
altérant leur reconnaissance et donc leur lyse par les CTLs [192]. 
 
Dans des modèles murins, il a été démontré que les lymphocytes T-γδ s’accumulent en 
bordure de la tumeur lors de l’initiation de la cancérogenèse. Ces cellules isolées d’ascite de 
souris, suite à l’inoculation intra-péritonéale de cellules de lignée de carcinome mammaire 
murine, sont capables de sécréter de l’IL-10 et du TGF-β. Ces lymphocytes, appelés Treg 1-like 
(Tr1-like) par analogie avec les lymphocytes Tregs CD4
+
 sécrétant ce type de cytokines 
immunosuppressives, inhibent l’action anti-tumorale des CTLs et cellules NK [193]. 
Chez l’homme, L’IL-10 inhibe la prolifération des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 cultivés au sein 
de PBMC de donneurs sains et stimulés par Mycobacterium tuberculosis [194, 195]. Il est à noter 
que l’addition d’IL-2 ou d’IL-12 s’oppose à l’effet anti-prolifératif de l’IL-10. De plus, la 
prolifération de ces mêmes cellules n’est pas affectée par l’IL-10 consécutivement à la 
stimulation par les cellules Daudi [195], suggérant une inhibition de cette cytokine dépendante 
de l’activation antigénique. 
 
III.1.3.2 Indoléamine 2,3 dioxygénase 
 
 L’indoléamine 2,3 dioxygénase (IDO) est une enzyme cytosolique permettant le 
catabolisme du tryptophane par la voie métabolique de la kynurénine [196]. La déplétion du 
tryptophane bloque la prolifération des lymphocytes T puisqu’il s’agit d’un acide aminé 
indispensable à celle-ci [197]. L’accumulation de l’enzyme IDO a été observée dans plusieurs 
types de cellules cancéreuses ou cellules du microenvironnement tumoral [197] et est corrélée 
à un mauvais pronostic pour les patients [198, 199]. Cette accumulation pourrait être due à 
plusieurs facteurs tels les mutations des cellules tumorales et la pression de sélection immune. 
En effet, l’expression d’IDO est inductible par différents médiateurs inflammatoires (IFN-γ) dans  
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certaines lignées tumorales [200]. L’action immunosuppressive d’IDO serait due à 
l’accumulation de kynurénine et à la déplétion en tryptophane dans le stroma tumoral. La 
kynurénine a en effet été impliquée dans l’inhibition de la prolifération, dans l’induction de 
l’apoptose des lymphocytes T [201] et dans la diminution d’expression des récepteurs NKp46 et 
NKG2D [202].  
  
Si à ce jour, aucune publication ne décrit l’effet inhibiteur d’IDO sur les lymphocytes 
T-γδ, leurs besoins métaboliques proches de ceux des cellules T et NK rendent cette possibilité 
très probable. 
 
III.1.3.3 Ligands de NKG2D 
 
Le stress cellulaire est une des composantes de la transformation d’une cellule saine en 
cellule cancéreuse et peut se traduire par l’expression des molécules MIC-A, -B ou ULBP1-4 à 
leur surface. Les cellules de l’immunité, notamment les cellules NK, les lymphocytes T CD8
+
 et  
T-γδ, reconnaissent ces molécules grâce à leur récepteur activateur NKG2D et peuvent ainsi 
exercer leur activité cytotoxique contre les cellules stressées [52]. Cependant, la mise en 
évidence de formes solubles de ces molécules dans le sérum des patients atteints de cancer a 
été corrélée avec le grade tumoral [203, 204] et le pronostic de différents cancers [205], 
suggérant ainsi l’implication de ces molécules solubles dans l’échappement tumoral. Cette 
hypothèse est soutenue par la corrélation entre le taux sérique des molécules MIC-A, -B et la 
down-régulation du récepteur NKG2D sur les cellules T infiltrant les tumeurs ou circulants ainsi 
que sur les cellules NK. La diminution des fonctions cytotoxiques de ces types cellulaires a 
également été associée à ces deux observations [206, 207]. 
 
Concernant les lymphocytes T-γδ, si la liaison des molécules MIC-A, -B ou ULBP1-4 sur le 
récepteur NKG2D de ces cellules a été démontrée comme induisant la lyse de cellules tumorales 
[53, 71], aucune altération de l’expression de NKG2D sur les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 n’a encore 
été publiée. Néanmoins, la cytotoxicité des lymphocytes T-γδ issus du sang périphérique de 
donneurs sains contre des cellules de lignée de carcinome pancréatique est diminuée en 
présence du sérum de patients atteints de carcinome pancréatique et contenant un  
taux élevé de molécules MIC solubles.  
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Si l’expression du récepteur NKG2D sur les lymphocytes T-γδ n’a pas été observée modifiée, 
l’ajout d’un anticorps anti-MIC-A permet de restaurer la lyse des cellules tumorales par les 
lymphocytes T-γδ, suggérant une inhibition de l’activité lytique de ces cellules par un 
mécanisme de compétition [204].  
 
III.1.3.4 Antigène leucocytaire humain de type G (HLA-G) 
 
 La molécule de CMH de classe I non classique, HLA-G, possède quatre isoformes 
membranaires (HLA-G1-4) et trois solubles (HLA-G5-7) [208, 209]. L’expression d’HLA-G est 
retrouvée dans les tissus tumoraux de nombreux types de cancers (ovaire, sein, colon, poumon, 
mélanome, …) et serait induite par la transformation oncogénique puisque les tissus sains 
adjacents ne l’expriment pas [210]. L’influence de plusieurs facteurs présents au sein du 
microenvironnement tumoral (IL-10, IFN-γ, kynurénine, HIF-1α) a également été démontrée sur 
l’induction de l’expression de cette molécule [211] qui est associée à la progression 
tumorale [212]. Ainsi, l’IL-10 induit la sécrétion d’HLA-G5 principalement par les 
monocytes [213, 214]. Des concentrations élevées ont aussi été observées dans le sérum et les 
ascites de patients atteints de différents cancers (leucémie, lymphome, mélanome, ovaire,  
sein, …) [215]. Les molécules d’HLA-G, sous leur forme membranaire, ont été impliquées dans 
l’inhibition directe de la cytotoxicité des cellules NK, des lymphocytes T, de la prolifération des 
lymphocytes T CD4
+
 et de la modulation de la sécrétion des cytokines par les cellules CD4
+
 vers 
un profil Th2. Cette inhibition s’exerce par l’interaction d’HLA-G avec les récepteurs ILT2, ILT4, 
p49 et KIR2DL4 [216-220]. La liaison des formes solubles d’HLA-G au co-récepteur CD8 et aux 
récepteurs inhibiteurs ILT2, ILT4 et KIR2DL4 bloque la cytotoxicité et induit l’apoptose 
dépendante de Fas des lymphocytes CD8
+
 et des cellules NK [221, 222]. HLA-G est aussi capable 
d’induire la conversion des cellules T CD4
+
 et CD8
+
 en lymphocytes immunorégulateurs [223]. La 
molécule de CMH non classique HLA-G possède donc incontestablement des propriétés 
immunorégulatrices sur les cellules de la réponse immunitaire, participant ainsi à 
l’immunoévasion. Dans ce cadre, les CDs sont indispensables à l’initiation de la réponse 
immunitaire adaptative lors de la cancérogenèse, et leurs défauts fonctionnels en tant que CPA 
participent à la tolérance immunogène. Les molécules d’HLA-G ont été impliquées dans 
l’altération fonctionnelle des CDs, puisqu’elles rendent les CDs tolérogènes sans pour autant  
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inhiber leur activation et leur maturation. Les CDs matures traitées par HLA-G sont incapables 
d’induire l’activation et la prolifération des lymphocytes T CD4
+
 et diminuent leur production 
d’IFN-γ. Au contraire, elles induisent la sécrétion d’IL-10 par ces mêmes cellules ainsi que par les 
lymphocytes T CD8
+
 [224, 225]. 
 
 
 
Table 5 : Fonctions de la molécule HLA-G sur les cellules immunitaires  
Extrait de [226] 
 
 
 
Les molécules d’HLA-G possèdent des propriétés immunosuppressives sur une grande 
majorité des cellules immunitaires. Concernant les lymphocytes T-γδ, peu d’études ont été 
publiées à ce jour. Cependant, une étude concernant le rôle d’HLA-G et HLA-E sur les cellules  
T-γδ au cours de la grossesse démontre que la transfection de HLA-G sur une lignée de 
choriocarcinome humaine n’induit pas d’inhibition de cytotoxicité des lymphocytes T-Vδ2+ isolés 
de PBMC de femmes enceintes, au contraire de HLA-E [227]. Ainsi, d’autres études portant sur 
HLA-G et les lymphocytes T-γδ devront définir si leur effet est similaire ou différent par rapport 
aux autres cellules de l’immunité. 
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III.1.3.5 Récepteur PD-1 et son ligand PD-L1 
 
Le récepteur Programmed Death-1 (PD-1) est exprimé par les cellules immunitaires 
incluant les lymphocytes T, B, les monocytes et les CDs. L’expression de PD-1, absente des 
lymphocytes T non stimulés, est up-régulée suite à l’activation du TCR de ces mêmes cellules. 
Cette molécule est considérée comme un co-récepteur inhibiteur puisque son engagement par 
ses ligands PD-L1 (B7-H1) et PD-L2 (B7-DC) entraîne l’inhibition de la prolifération et des 
réponses effectrices des lymphocytes T, chez la souris et l’homme [228, 229]. Au vu de ces 
données et de la perte des fonctions effectrices des TILs CD8
+
 [230], plusieurs équipes ont 
étudié le rôle de PD-1 et de ses ligands dans l’anergie des cellules immunitaires infiltrant les 
tumeurs. Ainsi, PD-L1 a été détecté dans diverses tumeurs (poumon, colon, ovaire et 
mélanome) contrairement aux tissus sains [231], et associé à un pronostic défavorable pour les 
patients [232]. Des études ont mis en évidence la corrélation inverse de l’expression de PD-L1 et 
du nombre de TILs CD8
+
 dans les tumeurs ovariennes humaines [233]. De plus, PD-L1 induit 
l’apoptose in vitro et in vivo des lymphocytes T spécifiques des antigènes tumoraux, situation 
reversée par l’ajout d’un anticorps bloquant PD-1 in vitro [228, 231]. 
  
Concernant les lymphocytes T-γδ et PD-1 ou PD-L1, aucune étude n’a été publiée à ce 
jour. Cependant, Sabrina Garzon, une étudiante en M2R de notre équipe, a mis en évidence 
l’augmentation du pourcentage de lymphocytes T-Vγ9Vδ2 exprimant PD-1, sur une lignée 
primaire établie par la stimulation du BrHPP (1 µM) au premier jour et de l’IL-2 (300 UI/ml) 
ajouté tous les 2 jours. Le taux de cellules T-Vγ9Vδ2 exprimant PD-1 ex vivo de moins de 2% a 
atteint environ 80% après 8 jours de culture in vitro, de façon similaire aux lymphocytes T 
conventionnels. Les lymphocytes T-γδ activés au BrHPP peuvent donc potentiellement être 
inhibés par les ligands de PD-1, puisque le blocage de PD-1 semble augmenter la prolifération et 
la sécrétion de cytokines de type Th1 (Gertner-Dardenne et al., γδ T cells conference, Kiel, 2010). 
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III.1.3.6 Galectines 
 
 Les galectines sont des lectines solubles participant à plusieurs processus biologiques 
dont la régulation des réponses immunitaires innées et adaptatives [234]. Ces molécules sont 
dérégulées dans divers types de cancers et leur présence corrélée au potentiel agressif des 
tumeurs [235]. Ces données peuvent être expliquées par plusieurs mécanismes.  
Les galectines sont impliquées dans l’altération des voies anti-apoptotiques, du cycle cellulaire, 
de la migration, de l’invasion des cellules tumorales et dans l’angiogenèse [235]. Ces molécules 
semblent aussi avoir un rôle immunosuppresseur. Ainsi, la galectine-1 inhibe l’activation, la 
prolifération et induit l’apoptose des lymphocytes T. Ces résultats ont été validés dans un 
modèle murin de mélanome en inhibant la galectine-1 [235]. D’autres galectines ont également 
été impliquées dans l’inhibition des lymphocytes T, comme la galectine-3 qui bloque la 
transduction initiale du signal induit par le TCR [235]. Ces données suggèrent donc un rôle 
important de cette famille de molécules dans la résistance à la réponse immunitaire adaptative. 
  
A ce jour, le probable effet inhibiteur des galectines sur les lymphocytes T-γδ reste 
encore à explorer. 
 
 
Figure 21 : Rôle des galectines dans l’immunoévasion tumorale  
Extrait de [235] 
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III.1.3.7 FasL/TRAIL 
 
 De nombreux types de tumeurs expriment FasL et les TILs de ces tumeurs sont diminués. 
Ils présentent également un taux d’apoptose supérieur à celui des TILs de tumeurs FasL-
négatives [174, 236, 237]. De plus, des cellules d’hépatocarcinome dont l’expression de CD95L a 
été chimio-induite provoquent l’apoptose de lymphocytes T environnants médiée par  
Fas/FasL [174], suggérant un mécanisme d’immunoévasion. D’autres études ont par la suite 
confirmé cette idée puisque l’inhibition de FasL par des siRNA dans des tumeurs coliques 
xénogreffées, favorise le rejet de la tumeur et diminue la croissance tumorale. De plus, le taux 
de lymphocytes infiltrant la tumeur est significativement augmenté en comparaison de tumeurs 
positives pour l’expression de FasL [238]. Cependant, la surexpression de FasL dans des cellules 
tumorales favorise aussi le rejet des greffes [239, 240]. La forte expression induite par ces 
modèles au sein de la tumeur et le microenvironnement pourrait expliquer ces divergences 
puisque la présence du TGF-β favorise l’implantation de tumeurs FasL+ [241]. 
  
Certaines tumeurs surexpriment également la molécule TRAIL, ligand des récepteurs 
TRAIL-R1-4 exprimés par les cellules T et NK [242-244]. Une récente étude portant sur 65 
patients démontre ainsi que plus le grade des tumeurs colorectales est élevé, plus l’infiltration 
des lymphocytes T CD8
+
 diminue. Egalement, l’index apoptotique de ces TILs est inversement 
corrélé au nombre de cellules CD8
+
 au sein de la tumeur. De plus, en fonction de la progression 
tumorale, l’expression de TRAIL-R1 diminue alors qu’elle augmente sur les lymphocytes T CD8
+
 
infiltrant la tumeur. De façon intéressante, l’expression de TRAIL évolue à l’inverse de leurs 
récepteurs respectifs sur les cellules tumorales et les TILs en fonction du grade de la tumeur. 
Enfin, l’expression de TRAIL-R1 a été directement corrélée avec l’index apoptotique des TILs, 
suggérant un mécanisme d’immunoévasion par ce récepteur de mort. Il est important de noter 
que l’expression des molécules Fas et FasL à la surface des cellules tumorales et des TILs 
évoluent similairement à celles de TRAIL et TRAIL-R1, suggérant une régulation parallèle des 
deux systèmes de récepteur de mort, même si aucune corrélation n’est déduite pour Fas/FasL 
dans cette étude [245]. 
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Les patients atteints de tuberculose pulmonaire voient leur nombre de lymphocytes 
T-Vγ9Vδ2 diminué dans le sang périphérique et les poumons. Si ces cellules ex-vivo possèdent 
un taux d’apoptose très faible chez ces patients comme chez des donneurs sains, ce taux est 
augmenté après stimulation in vitro par des antigènes de mycobactérie, chez les deux types de 
donneurs, et fortement diminué lors de l’ajout d’un anti-Fas/FasL. Le taux d’apoptose après 
stimulation par un anti-CD3 n’évoluant pas sur les lymphocytes T-γδ pour les deux types de 
donneurs, ces résultats suggèrent une susceptibilité à l’AICD par le système Fas/FasL au cours 
de l’infection par Mycobacterium tuberculosis [246]. De façon similaire aux lymphocytes T 
conventionnels, l’activation répétée du TCR rend les lymphocytes T-γδ sensibles à l’apoptose 
médiée par Fas [247-249], mettant en évidence une probable cause d’anergie des  
lymphocytes T en immunothérapie. 
 
III.1.3.8 Prostaglandine E2 
 
 La Prostaglandine E2 (PGE2) appartient à la famille des eicosanoïdes, composés 
lipidiques synthétisés dans de nombreux tissus et agissant comme des hormones locales à 
durée de vie longue. Sa synthèse résulte de la libération de l’acide arachidonique (AA) à partir 
des membranes cellulaires par la phospholipase A2 (PLA2) principalement. L’AA est alors 
métabolisé en PGH2 par les cyclo-oxygénases (COX), puis rapidement converti en divers 
prostanoïdes : PGD2, PGF2α ou PGE2, PGI2 et le thromboxane A2 (TXA2). La synthèse finale de 
la PGE2 est sous le contrôle d’enzymes terminales spécifiques dont l’expression varie en 
fonction du type cellulaire. 
Il existe trois isoformes de COX dont les plus largement distribuées sont COX-1 et COX-2. 
COX-1 est exprimée de façon constitutive dans un large panel de cellules, permettant une 
production basale de prostanoïdes nécessaires aux fonctions physiologiques de l’organisme. A 
l’inverse, l’expression de COX-2 est induite en réponse à des stimuli inflammatoires et 
mitogènes, entraînant la synthèse soutenue de PGE2. Ainsi, le TNF-α [250], l’IFN-γ [251] ou le 
LPS [252] peuvent induire l’augmentation de synthèse de la PGE2 via COX-2 dans les 
macrophages. Egalement de nombreux oncogènes et facteurs de croissance surexprimés par 
diverses tumeurs augmentent la transcription de COX-2 [253].  
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La surexpression de COX-2 est fréquemment retrouvée dans les cancers (poumons, 
colon, sein) [254] et souvent associée à une surproduction de PGE2. Ces données ont été 
corrélées à la progression tumorale à travers l’angiogenèse, la prolifération et le pouvoir invasif 
des cellules tumorales [255-257]. De nombreuses études se sont aussi focalisées sur l’effet de la 
PGE2 sur les cellules du système immunitaire, rapportant le rôle complexe de ce médiateur. En 
effet, des expériences sur souris KO pour chaque récepteur de la PGE2 révèlent un effet pro et 
anti-inflammatoire de la molécule [258]. La PGE2 peut agir sur les cellules endothéliales en 
induisant une vasodilatation, favorisant le recrutement des cellules immunitaires et augmentant 
ainsi l’inflammation [259]. La PGE2 induit également l’expression du récepteur CCR7 sur les CDs, 
favorisant leur migration vers les ganglions lymphatiques induite par les chimiokines CCL19 et 
CCL21 [260]. A l’inverse, la PGE2 est capable d’inhiber la maturation des CDs par diminution de 
l’expression des molécules de CMH de classe II et des molécules de co-stimulation, interférant 
avec leur activité de stimulation des lymphocytes T [261]. La PGE2 modifie le profil de sécrétion 
des cytokines produites par les CDs, influant sur le type de réponse des lymphocytes T CD4
+
 vers 
le type Th2 [262]. De la même manière, cette molécule régule la production de cytokines par les 
macrophages activés en favorisant la sécrétion d’IL-10 [263] et diminue également leur 
phagocytose. La PGE2 peut également inhiber l’activité des cellules NK en diminuant leur 
prolifération, leur production d’IFN-γ et leur fonctions cytotoxiques [264]. 
La PGE2 régule aussi directement la réponse adaptative. Elle inhibe la prolifération des 
lymphocytes T CD4
+
 et influe sur le profil de cytokines en favorisant une différenciation 
Th2 [265]. Elle stimule également la différenciation des lymphocytes T CD4
+
 effecteurs en 
Tregs [266]. Concernant les lymphocytes T CD8
+
, quelques études démontrent des effets 
semblables immunosuppresseurs de la PGE2 sur ces cellules. Ce médiateur inhibe leur 
prolifération [267], leurs fonctions cytotoxiques in vitro et in vivo [268] et augmente l’expression 
de leurs récepteurs inhibiteurs NKG2A/CD94 [269]. 
 
Les effets immunosuppresseurs de la PGE2 ont été détaillés dans diverses tumeurs. 
Ainsi, elle est impliquée dans l’inhibition des réponses immunitaires anti-tumorales et dans la 
stimulation des cellules tumorales elles-mêmes, suggérant un rôle important de cette molécule 
dans la cancérogenèse. 
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Les lymphocytes T-Vγ9Vδ2, qu’ils soient activés ou non, expriment les récepteurs de la 
PGE2, EP2 et EP4. Une récente étude de notre laboratoire démontre l’inhibition de la PGE2 
médiée par ces récepteurs et l’augmentation d’AMPc intracellulaire sur la prolifération, la 
production de cytokines et la cytotoxicité des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 [270, 271]. 
 
III.1.3.9 Facteur de croissance transformant beta (TGF-β) 
 
Toutes les cellules humaines sont potentiellement répondeuses au TGF-β, puisque le 
rôle physiologique de cette cytokine est de maintenir l’homéostasie des tissus. Ainsi, elle régule 
la prolifération, la différentiation, la survie, l’adhésion et la migration des cellules [151, 272]. De 
part les multiples fonctions du TGF-β, de la littérature abondante démontrant l’importance de 
cette cytokine dans la pathologie cancéreuse, un paragraphe détaillé concernant cette molécule 
semble nécessaire. 
 
Le TGF-β appartient à la superfamille de cytokine portant son nom. Cette famille 
comprend plus de 30 composants divisés en deux groupes, pour deux grands types de 
récepteurs (type I et II). Une branche comprend des facteurs clé de la régulation de 
l’embryogenèse tels que les Bone Morphogenetic Proteins (BMPs), l’Anti-Muellerian Hormone 
(AMH/MIS) et différents facteurs de croissance et de différentiation (GDFs). L’autre branche est 
composée de facteurs comme l’activin, nodal, lefty, myostatin, inhibin, certains GDFs et le  
TGF-β [272].  
Comme la plupart des membres de cette famille, le TGF-β possède plusieurs isoformes 
homologues codées par des gènes différents (TGF-β1, TGF-β2 et TGF-β3). TGF-β1 est l’isoforme 
prédominante dans le système immunitaire, bien que les propriétés in vitro des trois isoformes 
soient similaires [150]. 
Synthèse 
 
Le TGF-β est synthétisé sous forme de précurseur (pré-pro-TGF-β), le peptide signal est 
clivé (par une furin-like peptidase) à l’entrée du golgi pour donner le pro-TGF-β, qui est ensuite  
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libéré de sa partie N-terminale pour donner une protéine mature en sortie de golgi. Le TGF-β,  
sous forme d’homodimère, est ensuite associé à un homodimère de protéines LAP (Latency 
Associated Protein) pour former le complexe SLC (Small Latent Complex) aussi appelé TGF-β 
latent. Ce complexe est ensuite sécrété comme tel ou en association avec la protéine LTBP1  
(Latent TGF-β Binding Protein-1) pour former le complexe LLC (Large Latent Complex). LTBP 
joue un rôle important pour cibler et stabiliser le TGF-β à la matrice extracellulaire (MEC) [273]. 
Pour pouvoir se lier à ses récepteurs, le TGF-β doit être libéré des complexes, ce qui peut être 
fait par différents moyens comme l’activation protéolytique par des transglutaminases, la 
cathepsine ou la plasmine [274], l’interaction avec la thrombospondine (changement 
conformationnel de la LAP) [275], des interactions avec les intégrines des cellules épithéliales 
(traction mécanique par les αvβ6 intégrines) [276] ou encore avec des MMPs [277]. 
 
 
 
Figure 22 : Synthèse du TGF-β 
modifié de [278] 
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Récepteurs 
 
Il existe trois types de récepteurs transmembranaires de type Sérine/Thréonine kinase  
(7 TGFβR-I ou ALK1-7, 5 TGFβR-II ou TβR-II, BMPR-II, ACTRII, ACTRII-B et AMHR-II et 3 TGFβR-III 
ou TβR-III ou betaglycan, endoglin et cripto). 
Les trois isoformes du TGF-β se lient au TβR-II associé à ALK5 dans la plupart des cellules, à ALK1 
dans les cellules endothéliales et à ALK2 dans les cellules liées au développement 
cardiovasculaire. L’association du TβR-II avec un récepteur TGFβR-I donné pourra impliquer des 
molécules de signalisation différentes. ALK4 et ALK7 ont des structures très similaires à celle 
d’ALK5, impliquant les mêmes molécules de signalisation. Cependant, leur ligand préférentiel 
est différent : si ALK5 lie préférentiellement les TGF-β, ALK4 et ALK7 lient ACTRII-B en présence 
d’inhibin ou de nodal respectivement [151]. 
 
 
Famille ligand récepteur I récepteur II récepteur III signalisation 
TGF-β1/2/3 TβR-I (ALK5) / ALK1/2 TβR-II betaglycan/endoglin smad 2/3/4 
activin A/B/C ALK4 ACTRII-A/B   smad 2/3/4 
myostatin ALK4 ACTRII-A/B  smad 2/3/4 
nodal ALK4/7 ACTRII-A/B cripto smad 2/3/4 
GDF 1/3 ALK4/7 ACTRII-A/B cripto smad 2/3/4 
inhibin ALK4/7 ACTRII-A/B betaglycan smad 2/3/4 
T
G
F
-β 
lefty 1/2   ACTRII-A/B cripto smad 2/3/4 
BMP 2/4 BMPR-IA/B / ALK3/6 BMPR-II / ACTR-II RMG a/b/c smad 1/5/8/4 
BMP 5/6/7 BMPR-IA / ALK2 BMPR-II / ACTR-II  smad 1/5/8/4 
BMP 9/10 ALK1 BMPR-II / ACTR-II endoglin smad 1/5/8/4 
GDF 5/6/7 BMPR-IA/B BMPR-II / ACTR-II  smad 1/5/8/4 
B
M
P
 
AMH/MIS BMPR-IA/ALK2/3/6 AMHR-II   smad 1/5/8/4 
 
Table 6 : La famille TGF-β, ses récepteurs et leurs signalisations 
 
 
La forme active du TGF-β (homodimère) engage initialement le TGFβR-II sous forme 
d’homodimère pour ensuite s’associer à un homodimère de TGFβR-I (nécessaire à la 
transduction du signal) et former un trétramère (hétéroligomérique complexe). Du fait de la 
forte affinité des deux types de récepteurs, ce tétramère peut également se former en l’absence  
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de ligand et transduire alors un signal basal [151]. Les TGFβR-II activent les TGFβR-I par 
phosphorylation, et ceux-ci phosphorylent à leur tour les protéines associées aux récepteurs 
afin d’induire la cascade d’activation.  
 
Le TGF-β1 et le TGF-β3 lient avec une forte affinité le TβR-II alors que le TGF-β2 nécessite la 
présence du TGFβR-III pour lier le TβR-II avec une forte affinité [150]. En effet, même si le TβR-III 
est ubiquitaire et peut lier les trois isoformes du TGF-β avec une haute affinité, son implication 
n’est pas requise pour la transduction du signal. Il aurait ainsi un rôle de co-récepteur [279]. 
Signalisation 
 
La principale cascade de transduction du signal initiée par le TGF-β s’effectue par la voie 
Smad. Les protéines associées aux récepteurs R-Smads sont séquestrées dans le cytoplasme en 
l’absence de signal et le TGFβR-I (ALK5) activé phosphoryle Smad2 et Smad3. Ces deux protéines 
s’associent ou non à Co-Smad4 pour être ensuite transloquées dans le noyau et se lier, avec une 
faible affinité, à la séquence SBE (Smad Binding Element) de l’ADN. L’association avec des 
facteurs de transcription renforcera l’affinité de cette liaison et permettra l’activation 
(CBP/p300 co-activateur) ou la répression (Sno/Ski co-répresseur) de l’expression de plus de 500 
gènes cibles. La régulation négative de cette voie de signalisation s’effectue grâce aux 
inhibiteurs I-Smads. I-Smad7 rentre en compétition avec les R-Smads pour la liaison au TGFβR-I 
ou recrute les protéines Smurf qui entraîneront la dégradation de TGFβRI [150]. 
 
D’autres voies, indépendantes des protéines Smad sont aussi impliquées dans la 
signalisation du TGF-β, tells les voies MAPK, PI3K-Akt, PP2A, Rho et Par6 [280]. 
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Figure 23 : Signalisation du TGF-β 
Extrait de http://www.cellsignal.com/reference/pathway/TGF_beta.html 
 
 
TGF-β et cancer 
 
Le stroma tumoral joue un rôle important dans l’initiation et la progression du cancer, 
mais également dans la détermination de l’effet suppresseur ou promotionnel du TGF-β [273, 
281, 282]. Ainsi, au cours de l’évolution de certaines tumeurs sécrétant des doses croissantes de 
TGF-β dans leur microenvironnement, cette cytokine favorisera l’immunoévasion. L’utilisation 
de modèles murins a permis de détailler le rôle du TGF-β en cancérologie.  
 
Le TGF-β supprime la progression tumorale des tumeurs pré-malignes (naissantes), 
d’une part directement par ses effets cytostatiques, en stimulant l’expression des CDK (cyclin- 
dependent-kinases) inhibiteurs, en down-régulant c-myc et par son effet pro-apoptotique, et  
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d’autre part par ses effets indirects sur le stroma en diminuant l’inflammation [272]. Ainsi, des 
fibroblastes déficients en TGFβR-II permettent la formation de tumeur prostatique et de 
carcinome invasif de l’estomac [282]. Des expériences avec des souris TGF-β1-/- montrent une 
augmentation de la prolifération des hépatocytes et une diminution de l’apoptose dans le foie 
et les poumons. De plus, ces souris soumises à un carcinogène voient le nombre et la taille des 
tumeurs hépatiques et pulmonaires induites plus importante que dans les souris WT [283] et 
l’augmentation de la prolifération des cellules épithéliales mammaires [284]. Egalement, dans 
des souris TGFβR-II-/-, l’incidence des tumeurs mammaires, pulmonaires et épidermiques est 
augmentée en présence d’un carcinogène. Ces données suggèrent donc un rôle suppresseur de 
tumeur au TGF-β1 [285, 286]. 
A ces stades précoces, le TGF-β1 n’étant pas favorable au développement du cancer, les 
cellules malignes peuvent développer des mécanismes de résistance afin de se préserver de son 
effet anti-oncogène. Ainsi, la signalisation du TGF-β a été observée altérée, soit au niveau du 
récepteur (mutation du TGFBR-II dans les cancers colorectal ou ovarien), soit au niveau de la 
voie de signalisation [272]. Des mutations inactivatrices du TGFBRII sont fréquemment 
retrouvées dans les cancers avec une instabilité des microsatellites (MSI), comme les 
carcinomes colorectal et gastrique. La transfection stable de TGFBRII
WT
 dans des lignées 
humaines de cancer du colon et gastrique avec MSI restaure la signalisation par le TGF-β et 
réduit la tumorigenèse dans des souris athymiques [287, 288]. De plus, des souris exprimant un 
TGFβR-II-/- améliore la croissance des tumeurs mammaire, épidermique, pulmonaire et 
pancréatique [285, 289-292]. Des mutations inactivatrices de TGFBRI ont aussi été mises en 
évidence dans des cancers ovarien, métastatique du sein, pancréatique, colique et dans des 
lymphomes T cutanés [293-297]. Egalement, dans les leucémies aiguës promyélocytaires, 
l’absence de cPml nécessaire à la molécule SARA (Smad Anchor for Activation) pour stabiliser 
l'association des Smads au TβR-I, entraîne une non-réponse au signal TGF-β et ainsi une perte 
d’inhibition de croissance ou d’induction d’apoptose [298]. 
Des mutations des molécules de signalisation ont également été mises en évidence. C’est le cas 
de SMAD2 et SMAD4 dans le cancer du pancréas, des tumeurs métastatiques du colon et le 
cancer du poumon [299-302]. 
Des mutations du gène du TGF-β1, induisant une accumulation de cette cytokine dans le sérum, 
ont été associées avec une plus faible incidence de cancer du sein [303]. De plus, une faible  
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expression du TGFβR-II corrèle avec un risque augmenté de cancer du sein [304]. Des analyses 
immunohistochimiques sur coupes congelées ont montré que sur 45 cas de carcinomes invasifs, 
seulement 2% étaient positifs pour le TGFβR-II et 67% pour le TGF-β1 [305]. Cependant, une 
autre étude a montré que la surexpression du TGFβR-II dans le stroma des tumeurs du sein 
corrèle avec un mauvais pronostic [306], suggérant des rôles divers au TGF-β, possiblement 
tumeur- et contexte -dépendant. C’est le cas dans les cancers de la peau : l’induction d’un 
transgène TGF-β1 peut endiguer la croissance de tumeurs bénignes induites par le DMBA/TPA 
mais peut également favoriser la transformation maligne et la progression de tumeur bénigne 
de papillome [307]. 
L’action du TGF-β n’est pas limitée à la cellule tumorale. En effet, des publications 
récentes montrent le rôle important de l’interaction cellule épithéliale et stroma dans la 
régulation du cancer. Ainsi, la transduction du signal TGF-β dans les fibroblastes peut être 
importante pour éliminer la tumeur dans l’épithélium adjacent, en régulant de façon négative la 
production de facteurs pro-tumoraux [281]. 
 
Le TGF-β, s’il est anti-oncogénique dans les étapes précoces de la tumorigenèse, semble 
plutôt favoriser la progression tumorale à des stades plus avancés [273]. Ainsi, il a été impliqué 
dans l’aggravation du phénotype malin des cellules transformées ou dérivées de tumeurs, dans 
des systèmes expérimentaux. De plus, plusieurs évidences suggèrent la possibilité qu’il fasse de 
même dans les cancers humains : le niveau d’expression élevé de TGF-β1 a ainsi été corrélé avec 
un stade clinique avancé du cancer. Cela concerne la croissance de la tumeur primaire, 
l’apparition de métastases, l’angiogenèse et un mauvais pronostic (sein, colon, œsophage, 
estomac, foie, poumon, pancréas et prostate) [308-311]. Le TGF-β est en effet capable de 
promouvoir la croissance tumorale de façon directe sur la cellule tumorale elle-même ou 
indirectement par l’intermédiaire du microenvironnement. Cette cytokine intervient dans la 
dissémination métastatique par la transition-épithélio-mésenchymateuse (TEM) des cellules 
tumorales [312]. Egalement, elle favorise la transformation des cellules stromales (fibroblastes 
en myofibroblastes) afin qu’elles produisent des facteurs favorisant la prolifération et la 
migration des cellules tumorales [313, 314], la dégradation de la MEC, la néoangiogenèse et 
l’inhibition des cellules immunes. 
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L’activité directe du TGF-β sur les cellules immunitaires démontre une inhibition de la 
prolifération, de la différentiation et de la survie de ces cellules. Cependant son effet est 
dépendant du contexte. Le TGF-β a avant tout été démontré comme inhibiteur des cellules T, 
in vitro [315].  
Le TGF-β inhibe la transcription de l’IL-2 via le blocage de Smad3 puisque des cellules T de souris 
Smad3
-/-
 sont résistantes au TGF-β [316, 317]. De plus, l’addition d’IL-2 dans des cultures de 
lymphocytes T réverse -de façon dose-dépendante- l’inhibition induite par le TGF-β [315]. La 
prolifération des cellules NK, étant dépendante de l’IL-2, est également inhibée par le TGF-β  
 in vitro et in vivo [318, 319]. Le TGF-β peut aussi inhiber la prolifération des lymphocytes T en 
ciblant directement des molécules régulatrices du cycle cellulaire. Il provoque la diminution de 
l’expression de c-myc, et des cyclin -D2 et -E [150]. Cependant, les effets du TGF-β peuvent être 
différents en fonction des états de différentiation des cellules ainsi que du type cellulaire. De 
même, d’une cellule à l’autre, les voies de signalisation de cette cytokine peuvent différer [316]. 
Le TGF-β inhibe les lymphocytes T-CD4 naïfs mais son effet est faible sur les lymphocytes 
T-CD4 activés quelque soit leur type de différentiation (Th1 ou Th2). Ceci s’explique par la 
diminution de l’expression de TGFβR-II [320, 321], puisque l’effet TGF-β est restauré par 
l’expression de TGFβR-II induite par L’IL-10 sur ces types cellulaires [321]. Ainsi, il inhibe 
l’acquisition des fonctions helper des lymphocytes CD4
+
 en présence d’IL-2 dont la prolifération 
n’est pas affectée. Il inhibe l’expression de GATA-3 bloquant la différenciation Th2 [322] et celle 
de T-bet, IFN-γ/STAT-1, STAT-4 et l’IL-12Rβ2 bloquant la différenciation Th1 [323]. Les clones 
Th1 ou Th2 sont résistants au TGF-β, c'est-à-dire qu’ils ne se redifférencient pas et continuent 
de sécréter les cytokines correspondantes, en présence d’IL-2 [320]. Les cellules différenciées en 
Th2 sont aussi réfractaires à l’inhibition du TGF-β (sécrétion d’IL-4 similaire) contrairement aux 
Th1 dont la sécrétion d’IFN-γ est inhibée [324]. Cependant, la production précoce d’IFN-γ 
atténue les effets du TGF-β en induisant Smad-7.  
De façon intéressante, la co-stimulation par le CD28 diminue l’effet anti-prolifératif du TGF-β sur 
les lymphocytes T-CD4
+
 naïfs, par synergie avec les faibles taux d’IL-2, et le TGF-β n’a pas d’effet 
pro-apoptotique sur les lymphocytes T CD4
+
 naifs stimulés par le CD3 seul. En revanche, il 
présente un effet anti-apoptotique lors de leur co-stimulation par le CD28, retardant la mort des 
cellules. Ceci révèle un effet contexte-dépendant du TGF-β, suggérant qu’une forte stimulation 
des lymphocytes T CD4
+
 naïfs permet d’obtenir un effet immunostimulant du TGF-β. De plus, le 
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TGF-β induit la prolifération et la survie des cellules CD4+ effecteurs mémoires (Th1 ou Th2), 
avec ou sans co-stimulation [320, 321, 324-326]. Egalement, le TGF-β et l’IL-2 fonctionnent en 
synergie pour bloquer l’AICD dans les lymphocytes Th1 et Th2 [325]. Certaines études 
expliquent cet effet par l’inhibition de Fas [327]. L’effet anti-apoptotique du TGF-β a également 
été associé à la diminution d’expression de c-myc qui entraîne la réduction de l’expression de 
FasL [328]. Comme pour les lymphocytes T CD4
+
, la présence de TGF-β1 et d’IL-2 réduit la mort 
induite par Fas [329] et FasL [328] sur les lymphocytes T CD8
+
. 
Le TGF-β a récemment été impliqué dans l’induction de cellules régulatrices par conversion des 
lymphocytes T CD4
+
CD25
-
 en Treg in vitro. Cependant, les études in vivo sont controversées. 
Ainsi, le blocage du signal TGF-β dans les lymphocytes Tregs provoque l’inhibition de leur 
prolifération et l’apparition de colites induites par le dextran dans les souris [330]. Une autre 
étude dans des souris KO TGF-β1-/- montre une diminution du nombre de Tregs 
périphériques [331]. A l’inverse, une autre étude sur ce même type de souris ne démontre pas 
de défaut dans le développement des lymphocytes Tregs [332]. En outre, les cellules Tregs 
thymiques de souris dnTβR-II conservent leur capacité à inhiber la colite, suggérant une 
régulation des lymphocytes Tregs périphériques indépendante de leur contrepartie thymique. 
De plus, les souris TGF-β1-/- possèdent un nombre normal de lymphocytes Tregs exprimant 
FoxP3 et conservent la capacité d’inhiber l’apparition de colites in vivo [333].  
Comparativement aux lymphocytes T CD4
+
, les CD8
+
 naïfs acquièrent plus rapidement 
des fonctions effectrices sous stimulation antigénique [334]. En présence de TGF-β, Les 
lymphocytes T CD8
+
 présentent une inhibition de l’expression de nombreuses molécules 
effectrices, telles la perforine, l’IFN-γ et FasL, abrogeant ainsi leurs fonctions cytotoxiques 
(CTL) [328, 335-337]. 
Le TGF-β apparaît donc comme une cytokine contrôlant l’homéostasie des cellules T : 
immunostimulant dans un contexte d’infection et immunosuppresseur pour prévenir les 
désordres lymphoprolifératifs.  
 
Le TGF-β est également un puissant inhibiteur des cellules de l’immunité innée. Il inhibe 
les fonctions cytolytiques des NK. En effet, la lyse des cellules K562 est inhibée de façon dose- et 
temps-dépendant par le TGF-β, cet effet étant partiellement réversible par ajout  
d’IL-2 [319, 338]. Ces résultats ont également été observés sur les cellules Daudi et en lyse  
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redirigée sur des mastocytomes murins P815 [319]. De plus, le TGF-β inhibe les productions 
d’IFN-γ et de TNF-α induites par l’activation de l’IL-2 et/ou l’IL-12 [319]. In vivo, l’inhibition de la 
production d’IFN-γ induite par la stimulation à l’IL-12 a aussi été démontrée par l’utilisation de 
souris 
dnTGFβR-II [339]. Le mécanisme par lequel le TGF-β inhibe cette expression reste inconnu. Il 
pourrait dépendre de la down-régulation de la chaîne α de l’IL-2R [338]. Le TGF-β inhibe aussi 
l’expression des récepteurs activateurs NKp30 et NKG2D des cellules NK, la down-modulation 
de NKG2D ayant été observée chez des patients atteints de cancer [340]. 
Le TGF-β régule également la maturation des CDs différentiées, interférant dans les 
réponses des cellules T médiées par ces CDs [341, 342].  
Le TGF-β régule les monocytes/macrophages et son effet est dépendant de leur stade de 
différenciation : il stimule les monocytes et inhibe les monocytes activés ou macrophages [150]. 
Ainsi, le TGF-β attire les monocytes au site de l’inflammation [343, 344] en induisant des 
molécules d’adhésion (LFA-1, fibronectine-R) permettant leur attachement à la MEC [345, 346]. 
Il induit également les MMPs pour faciliter la migration des monocytes [345]. Une fois les 
monocytes différenciés en macrophages, le TGF-β a principalement un effet inhibiteur par 
down-régulation de l’expression de CD36 et SR-A, deux récepteurs scavenger, FcγRI et FcγRII, 
réduisant ainsi la capacité de phagocytose des macrophages [347, 348]. Le TGF-β inhibe aussi 
l’expression de médiateurs pro-inflammatoires induits par l’activation du LPS, comme le TNF-α, 
MMP-12, MIP-1α et MIP-2. Le TGF-β réduit aussi la product de NO, d’ions superoxides et d’iNOS 
dans les macrophages activés, réduisant ainsi la capacité de réponse aux agents microbiens. Il 
bloque aussi la voie TLR4 empêchant l’activation des macrophages [150].  
Le TGF-β inhibe l’expression de molécules de CMH de classe II induites par l’INF-γ, 
l’expression de molécules co-stimulatrices comme le CD40, l’IL12p40 avec pour conséquence 
une diminution de la stimulation secondaire des cellules T au site inflammatoire [150]. 
 
Le TGF-β ne semble pas avoir un réel rôle dual (anti- vs pro-oncogénique) mais plutôt un 
rôle contexte- et cellule-dépendant. En effet, lors de l’initiation de la tumorigenèse, les cellules 
tumorales intactes de la voie de signalisation du TGF-β subissent son effet anti-tumoral. 
Cependant,  lorsque  leurs  voies  de  signalisation  s’altèrent,  le  TGF-β ne  peut  alors  plus  exercer  
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son effet sur ces cellules. La tumeur peut alors se développer en partenariat avec les cellules du 
stroma tumoral qui produisent du TGF-β. En effet, la sécrétion de la cytokine coïncide avec la 
présence des leucocytes, macrophages et cellules suppressives mésenchymateuses ou 
myéloïdes. Ces cellules sont donc suspectées comme étant la source de l’accumulation du 
TGF-β1 au front d’invasion de la tumeur [272]. Le TGF-β peut alors exercer son rôle pro-
angiogénique et permettre l’immunoévasion.  
 
 Concernant les lymphocytes T-γδ, il a été démontré que le TGF-β est capable d’inhiber la 
prolifération des lymphocytes T-γδ induite par des macrophages infectés par Mycobacterium 
tuberculosis [349] ou de favoriser la différenciation des lymphocytes T-γδ FoxP3+ en association 
avec l’IL-15 [350]. Cependant, l’activité directe et spécifique du TGF-β sur les lymphocytes  
T-Vγ9Vδ2, notamment en regard de leurs fonctions cytotoxiques anti-tumorales, reste encore à 
préciser.  
 
III.2 Le microenvironnement tumoral 
III.2.1 Cellule dendritique 
 
 Les cellules dendritiques infiltrant les tumeurs semblent être caractérisées par un 
phénotype immature avec une faible expression de molécules de co-stimulation (CD80, CD86) 
et donc une capacité réduite d’activation des lymphocytes [351]. Il a également été rapporté 
que le nombre de CDs de la peau, des ganglions, de la rate et du sang circulant, est diminué chez 
les patients atteints de cancer comparativement aux individus sains [352, 353]. De façon plus 
détaillée, B. Almand et ses collaborateurs ont démontré que le nombre, mais aussi le phénotype 
et les capacités activatrices des CDs dans le sang circulant des patients, sont corrélés aux stades 
évolutifs des cancers. De plus, l’ablation chirurgicale des tumeurs réverse ces effets [354], ce qui  
suggère une différenciation anormale des CDs induite par la tumeur. Plusieurs molécules 
semblent impliquées dans ce processus. Ainsi, l’injection d’anticorps anti-VEGF dans des 
modèles murins restaure les fonctions altérées des CDs et des concentrations élevées du VEGF 
sont retrouvées dans le sérum des patients [355]. Egalement, l’IL-6, le CSF-1 et l’IL-10 semblent 
impliqués [191, 356].  
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Un sous-type de CDs, les CD plasmacytoïdes (pDCs) aux propriétés régulatrices, a été mis 
en évidence dans différents types de cancers. Ces cellules immatures sont associées à un 
pronostic défavorable pour les patients [357], probablement à cause de leur capacité à inhiber 
les lymphocytes T par l’expression d’IDO [197, 358] ou par la génération de Tregs producteurs 
d’IL-10 [359]. 
 
III.2.2 Lymphocytes Th17 & Tregs 
 
Indépendamment des lymphocytes Th1 et Th2, deux autres populations de lymphocytes 
T CD4
+
 ont récemment été décrites, les CD4
+
 Th17 et les lymphocytes T régulateurs.  
 
Les Th17 ne possèdent pas de marqueur de surface spécifique et sont donc 
principalement caractérisés par la production d’IL-17A, d’IL-17F, d’IL-21 (étapes précoces de la 
polarisation Th17), d’IL-22 (phénotype différencié), d’IL-26, du TNF-α et de l’IL-6. On observe 
aussi un enrichissement des marqueurs mémoires CCR6 et CCR4 sur ces cellules. Elles se 
différencient en présence de TGF-β et d’IL-6 et nécessitent l’expression du facteur de 
transcription RORγt (ou RORc chez l’homme) [360]. Ces cellules ont été retrouvées parmi les 
lymphocytes infiltrant les tumeurs (TILs) dans plusieurs types de cancers [361]. Une étude sur 
modèle murin démontre un rejet de tumeurs par ces cellules à travers  
l’IFN-γ [362], suggérant leur rôle anti-tumoral. A l’inverse, ces cellules ont été associées au 
développement de cancers gastriques [7] et un rôle pro-tumoral de l’IL-17A a également été 
suspecté [363]. Ainsi, les fonctions des lymphocytes Th17 sont encore mal définies dans le 
cancer.  
 
Les lymphocytes T régulateurs, contrairement aux lymphocytes Th17, exercent 
clairement une fonction immunorégulatrice. Leur rôle est de maintenir la tolérance 
immunologique en supprimant les réponses immunes. Plusieurs sous-populations de 
lymphocytes T régulateurs ont été mises en évidence en fonction de leur phénotype. Les seuls 
lymphocytes T régulateurs dits “naturels”, car de différenciation thymique, sont les lymphocytes 
CD4
+
CD25
+
 FoxP3
+
 Tregs (Tregs). Ils représentent 5 à 10% des cellules CD4
+
 dans le sang  
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périphérique humain. Ces cellules sont donc caractérisées par l’expression du CD25, du facteur 
de transcription FoxP3, de CTLA-4, de GITR et par la faible expression du récepteur α à l’IL-7 
(CD127) [364, 365].  
La proportion de lymphocytes Tregs peut-être augmentée dans le sang et au sein des TILs de 
patients atteints de divers types de cancers [366]. De plus, l’accumulation de Tregs dans les 
cancers de l’ovaire est corrélée au grade de la tumeur et au mauvais pronostic. Des études
in vivo confortent cette notion, puisque l’utilisation d’anticorps anti-CD25 dans des souris 
permet l’élimination des Tregs et entraîne la diminution de la croissance tumorale ou le rejet de 
tumeurs établies [367]. Egalement, la diminution du nombre de Tregs a pu être corrélée avec 
l’augmentation des réponses immunitaires [368]. En effet, ces cellules inhibent l’activation, la 
prolifération et les fonctions effectrices de nombreuses cellules immunes telles les lymphocytes 
T-CD4
+
, les lymphocytes T-CD8
+
, les NKT, les NK, les CDs, les monocytes, les macrophages et les 
lymphocytes B [369]. La régulation induite par les lymphocytes Tregs semble impliquer 
différents mécanismes. Ceux-ci comprennent le contact cellulaire, la sécrétion ou l’induction de 
cytokines immunosuppressives (TGF-β et IL-10) [370, 371], la consommation compétitive d’IL-2, 
la down-régulation des molécules de co-stimulation de la famille B7, l’induction d’IDO (via 
CTLA-4 et la PGE2) par les CPA, l’induction d’arginase dans les cellules myéloïdes et l’induction 
d’iNOS [369].  
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Figure 24 : Mécanisme d’action des lymphocytes Tregs  
Extrait de [369] 
 
 
 
L’accumulation des lymphocytes Tregs dans les ganglions drainant les tumeurs est fréquente et 
peut s’expliquer par la présentation des antigènes du soi par les CDs immatures dans ces 
mêmes ganglions. En effet, des expériences in vivo de xénogreffes tumorales démontrent 
l’expansion des lymphocytes Tregs via la production de TGF-β par les CDs immatures [372]. 
Ainsi, les CDs pourraient favoriser l’infiltration des Tregs au site tumoral. Une autre explication, 
non exclusive, pourrait être la transformation des lymphocytes T CD4
+
CD25
-
FoxP3
-
 en 
CD4
+
CD25
+
FoxP3
+
 au sein du microenvironnement tumoral. En effet, le TGF-β [373] mais 
également la PGE2 [374] et IDO [375] présentent la propriété de déclencher cette 
transformation. 
 
 De surcroît, les lymphocytes CD4
+
 Th3 matures sont aussi capables d’acquérir des 
fonctions immunorégulatrices après activation [150], démontrant l’importance du contexte 
dans la fonctionnalité des lymphocytes. 
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III.2.3 Cellule souche mésenchymateuse 
 
 Les cellules souches mésenchymateuses (CSMs), aussi appelées CFU-F (Colony Forming 
Units-Fibroblast) ou MPC (Multipotent Progenitor Cell), sont multipotentes. A ce titre, elles sont 
à l’origine de différents types cellulaires d’origine mésodermique (chondrocytes, adipocytes, 
myocytes, ostéoblastes et ostéocytes) [376, 377], ectodermique (neurones, astrocytes et 
cellules épithéliales) [378] et endodermique (myocytes, cellules épithéliales intestinales) [379]. 
Ces cellules sont localisées dans la moelle osseuse (0.01%), les tendons [380], les muscles [381], 
le sang [382], les ganglions lymphatiques [383] et le tissu adipeux [384]. Ces cellules 
représentent un réservoir de cellules souches quiescentes, nécessaires à la régénération et à 
l’homéostasie des tissus [385]. Cette caractéristique laisse supposer leur rôle dans la 
cancérogenèse puisque le foyer primaire d’une tumeur est souvent comparé au tissu  
cicatriciel [386]. La caractérisation phénotypique de ces cellules est complexe puisqu’elles ne 
possèdent aucun marqueur spécifique. De plus, leur phénotype peut varier en fonction des 
conditions de culture in vitro, rendant difficile la comparaison avec les modèles in vivo [387]. 
Finalement, 3 critères minima ont été définis -grâce aux travaux de M. Dominici et ses 
collègues- pour caractériser les MSCs : 1) l’adhérence au plastique dans des conditions standard 
de culture, 2) l’expression spécifique d’antigènes de surface (CD73
+
, CD90
+
, CD105
+
, CD34
-
, 
CD45
-
, CD11b
-
 ou CD14
-
, CD19
-
 ou CD79a
-
 et HLA-DR
-
) et 3) la capacité de différenciation en 
différents lignages (chondrocytes, ostéocytes et adipocytes) [388].  
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Figure 25 : Différentiation des cellules souches mésenchymateuses  
Extrait de [379] 
 
 
 
L’intérêt de l’étude de ces cellules dans la cancérogenèse repose sur leur recrutement au 
site tumoral. Ainsi, après leur injection dans des modèles murins, ces cellules ont pu être 
retrouvées spécifiquement dans les gliomes [389], les carcinomes coliques [390], ovariens [391] 
et mammaires [392] et dans les mélanomes [393]. Cependant, la présence des CSMs n’est que 
le premier critère suggérant leur rôle dans le développement tumoral. Le second et le plus 
important découle de leurs propriétés immunosuppressives.  
Les CSMs inhibent la prolifération des cellules NK induite par l’IL-2 et l’IL-15 ainsi que 
leur activité cytotoxique par diminution de leur production d’IFN-γ et leur expression des 
récepteurs NKG2D, NKp30 et NKp44 [394, 395]. Elles peuvent également bloquer la 
différenciation des monocytes ou des précurseurs de la moelle en CDs [396] et l’activation des 
CDs matures. Sur ces dernières, les CSMs provoquent la diminution d’expression des molécules 
de CMH de classe II, des molécules de co-stimulation et la production d’IL-12 [394] interférant 
donc avec leur capacité d’activation des lymphocytes T. De plus, les CSMs inhibent la  
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prolifération et la production de cytokines par les lymphocytes T CD4
+
 et CD8
+
 [394, 397] et 
induisent des Tregs [398]. Les mécanismes entraînant les effets immunomodulateurs des CSMs 
semblent divers. Plusieurs facteurs solubles détaillés précédemment (TGF-β1, HGF, IL-10, PGE2, 
NO, IDO ou iNOS) sont impliqués dans l’immunomodulation par les CSMs, ce qui n’exclu 
toutefois aucunement l’existence supplémentaire de mécanismes dépendant d’un contact  
cellulaire [379]. 
Les fonctions immunosuppressives des CSMs ont aussi été démontrées dans des maladies auto-
immunes. En effet, ces cellules sont capables d’inhiber le développement de la sclérose en 
plaque, de la polyarthrite rhumatoïde ou du lupus érythémateux [399-401]. Ces cellules 
impacteraient donc la réponse immune dans sa globalité. 
 
 
 
 
Figure 26 : Cellules souches mésenchymateuses et immunoévasion  
Extrait de [379] 
 
 
 
III.2.4 Cellule suppressive myéloïde 
  
 Les cellules suppressives myéloïdes (MDSCs) correspondent à des précurseurs myéloïdes 
des  cellules  dendritiques,  macrophages,  granulocytes  et  cellules  myéloïdes  ;  elles  ont  été  
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d’abord caractérisées chez la souris. En effet, dans les souris saines, ces cellules ne sont 
présentes que dans la moelle osseuse (20-30%) et la rate (3%) [402]. Leur accumulation 
anormale dans la rate, dans les organes lymphoïdes secondaires et dans les tumeurs primaires 
de souris porteuses de tumeurs d’origines diverses, a laissé supposer leur implication dans 
l’oncogenèse [403]. La présence de MDSCs caractérisées par l’expression de Gr-1 et de 
l’intégrine αm CD11b chez la souris, est corrélée à la progression tumorale et à la diminution de 
l’immunité anti-tumorale (inhibition de la production d’IFN-γ des lymphocytes T CD8+) [402-
404]. Ce résultat n’a pas été observé dans des souris saines, ce qui suggère une fonctionnalité 
particulière de ces cellules au contact du microenvironnement tumoral [405]. Une des 
particularités des MDSCs est le taux élevé de ROS (H2O2) cytoplasmique qui induirait d’une part, 
un défaut de différenciation et leur accumulation [406] et d’autre part, leurs fonctions 
régulatrices vis-à-vis des lymphocytes T. Ainsi, des souris gp91
phox-/-
 incapables de générer des 
ROS ou des souris traitées par des agents neutralisant le peroxyde d’hydrogène ou l’arginase, ne 
présentent pas de propriété inhibitrice pour les lymphocytes T CD8
+
 [407, 408]. L’arginase, qui 
catalyse l’arginine en ornithine et urée, est surexprimée par les MDSCs de souris portant des 
tumeurs [402]. En appauvrissant de 1% le milieu extracellulaire de cet acide-aminé, les MDSCs 
inhiberaient la prolifération et les fonctions des lymphocytes T [409]. Egalement, l’enzyme iNOS 
catalyse l’arginine en NO et synthétise des ions superoxide O2
-
 lorsque les taux d’arginine sont 
faibles [410]. Ces ions peuvent ensuite se combiner au NO pour former du peroxyde nitrique 
(ONO2
-
) lequel induit également une tolérance des lymphocytes T CD8
+
 [411]. 
Une expansion de cellules immatures myéloïdes CD33
+
CD11b
+
CD14
-
 a été observée dans le sang 
de patients atteints de cancers [412]. Le nombre de ces cellules a été corrélé au grade  
tumoral [354] et leurs propriétés suppressives ainsi que les mécanismes vis-à-vis des 
lymphocytes T ont aussi été mis en évidence ex vivo [413, 414].  
 
III.2.5 Macrophage associé aux tumeurs 
 
La moelle osseuse génère en permanence des monocytes qui circulent et migrent dans 
les tissus périphériques sous l’influence de chimiokines, où ils se différencient en macrophages  
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résidents. Les stimuli induisant la différenciation des monocytes peuvent conduire à au moins 
deux principaux types de cellules macrophagiques dits M1 et M2. Les macrophages M1 sont 
générés sous l’influence de l’IFN-γ ou de produits microbiens tel le LPS et produisent de l’oxyde 
nitrique (NO), des espèces réactives de l’oxygène (ROS) et des cytokines pro-inflammatoires. Ils 
sont spécialisés dans les défenses anti-microbiennes de l’organisme et dans la mise en place de 
la réponse immunitaire adaptative [415]. Les macrophages M2 sont générés sous l’influence de 
l’IL-4, l’IL-13, l’IL-10 et des glucocorticoïdes pour produire des facteurs anti-inflammatoires 
comme l’IL-10 et le TGF-β. Ces cellules, à l’inverse des M1, sont spécialisées dans le remodelage 
tissulaire et la cicatrisation [416]. 
 
Le stroma tumoral est également producteur de nombreux facteurs à l’origine de 
l’infiltration importante de ces cellules, que l’on appelle dans ce cas Macrophages Associés aux 
Tumeurs (TAMs) [417, 418]. Ainsi, le MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1 ou CCL2), le 
CSF-1 (Colony Stimulating Factor ou M-CSF) et le VEGF sont impliqués dans le recrutement des 
TAMs dans de nombreuses tumeurs (sein, prostate, ovaire) en modèles murins [419-422]. Le 
phénotype majoritaire des TAMs est de profil anti-inflammatoire M2 [423]. Ce résultat semble 
contradictoire avec les données de plusieurs études démontrant le lien entre l’inflammation 
chronique et l’apparition des cancers [159], cependant, l’effet immunosuppresseur de l’IL-10 et 
du TGF-β produit par les M2 peut rendre compte de cette apparente contradiction.  
 
L’accumulation des TAMs dans le stroma tumoral est un facteur de mauvais pronostic 
dans de nombreux cancers humains [418]. En effet, plusieurs études sur des modèles murins 
montrent la nécessité à la fois des TAMs et des chimiokines les recrutant pour la progression 
tumorale [421, 424]. L’explication de ces résultats peut être multiple. En effet, la production de 
cytokines anti-inflammatoires comme l’IL-10 ou le TGF-β peut participer à la mise en place d’un  
milieu immunosuppresseur pour les cellules de l’immunité innée et adaptative [319, 337, 425]. 
Les TAMs, en sécrétant de l’IL-1β, activent la voie Wnt des cellules tumorales et les protègent 
ainsi de l’apoptose induite par TRAIL [426]. La production de facteurs pro-angiogéniques par les 
TAMs favoriserait également la croissance tumorale [427]. Enfin, la production de nombreux 
facteurs de croissance (FGF, HGF, Epidermal Growth Factor ou EGF, TGF-β) par ces cellules  
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stimulerait directement la prolifération et la mobilité des cellules tumorales puisque le 
pourcentage de ces cellules dans la masse tumorale est corrélé au potentiel métastatique de 
plusieurs types de tumeurs [418]. 
 
III.2.6 Fibroblaste associé aux cancers 
 
Les fibroblastes sont les principaux composants cellulaires des tissus conjonctifs dont ils 
participent activement à la synthèse. En effet, ils produisent du collagène de type I, III, IV, V, de 
la fibronectine, de la laminine et des protéases telles les métalloprotéinases (MMPs) 
contribuant ainsi à l’homéostasie des tissus [428]. A ce titre, lors du remaniement tissulaire, les 
fibroblastes activés prolifèrent et sécrètent activement les constituants de la MEC en 
comparaison des fibroblastes des tissus non lésionnels [429]. Une fois la réparation des tissus 
opérée, le nombre de ces cellules diminue. De façon similaire aux tissus cicatriciels, le stroma 
tumoral est également infiltré par ce type de cellules appelé myofibroblastes ou Fibroblastes 
Associés aux Cancers (CAFs). Cependant, si ces cellules sont actives, elles le sont 
continuellement et leur nombre ne diminue pas au cours du temps [428]. Ces cellules, 
identifiées par l’α-SMA et leur morphologie, semblent également différer de leur contrepartie 
normale par leur fonction. En effet, les CAFs semblent être impliqués dans la progression 
tumorale [430, 431]. Cette hypothèse est soutenue par une étude chez la souris montrant que 
l’injection de CAFs isolés de cancer du sein promeut une plus forte croissance de xénogreffes de 
tumeurs mammaires que des fibroblastes isolés de tissus sains. Ce mécanisme implique la 
sécrétion de SDF-1 qui favorise la croissance tumorale et l’angiogenèse [432]. Les CAFs 
sécrètent également le Fibroblast Growth Factor (FGF), l’Hepatocyte Growth Factor (HGF) et 
d’autres facteurs de la famille du TGF-β connus pour stimuler la migration des cellules 
tumorales [428]. 
Consécutivement à l’activation par l’IFN-γ, les CAFs expriment l’enzyme IDO et peuvent 
inhiber la prolifération et la sécrétion de cytokines des lymphocytes T [433, 434]. Ces études 
impliquent donc les CAFs, tant dans la promotion que dans l’immunoévasion tumorale. 
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IV Stratégies thérapeutiques anti-tumorales 
 
A l’heure actuelle, l’approche thérapeutique la plus radicale pour éliminer un cancer 
reste la chirurgie. En effet, l’ablation des cellules cancéreuses avec une marge saine permet la 
rémission complète dans 80% des cas. Cependant, en fonction de la localisation ou de l’état 
d’avancement du cancer (métastases), l’acte chirurgical n’est pas toujours réalisable. De plus, il 
s’agit d’un acte lourd dont les conséquences peuvent être importantes, autant physiques que 
psychologiques. 
 
Depuis plusieurs années, la prise en charge des patients atteints de cancers est effectuée 
de plus en plus au cas par cas, associant des traitements de références tels que la 
chimiothérapie ou la radiothérapie à des traitements plus adaptés au type de cancer. Ainsi, la 
stratégie thérapeutique peut comprendre l’hormonothérapie et -de plus en plus- 
l’immunothérapie.  
 
IV.1 Cibler la cellule tumorale 
 
Même si la chimiothérapie reste le traitement de référence dans la majorité des cas, ses 
effets secondaires sont le plus souvent très importants et les cellules tumorales peuvent 
acquérir des résistances. Pour limiter ces deux effets, l’utilisation de protocoles combinant 
plusieurs molécules est de plus en plus préconisée. De même, lorsque la localisation le permet, 
la radiothérapie est souvent associée. Même si ces traitements ciblent préférentiellement les 
cellules en prolifération (donc les cellules cancéreuses), ce ne sont pas des thérapeutiques 
ciblées à proprement parler et elles impactent donc tout l’organisme, avec des effets 
secondaires majeurs. C’est dans ce contexte que l’immunothérapie a émergé, amenant l’espoir 
d’un traitement plus spécifique, donc moins toxique et plus efficace. 
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IV.1.1 Immunothérapie passive 
IV.1.1.1 Anticorps monoclonaux 
 
Depuis plusieurs années maintenant, la recherche se focalise sur les traitements ciblés. 
De nombreuses thérapies anticancéreuses intègrent ce type de molécules. Ainsi, les anticorps 
monoclonaux tels le rituximab ciblant les cellules CD20
+
 dans le lymphome ou le trastuzumab 
ciblant les cellules HER2
+
 dans le cancer du sein, font maintenant partie intégrante des 
protocoles thérapeutiques. Ces protéines produites par génie génétique, peuvent être murines, 
chimériques (fusion des domaines variables de l’anticorps de souris aux domaines constants 
d’un anticorps humain) ou humanisées (transfert des CDRs d’un anticorps de souris à un 
anticorps humain, production de l’anticorps entier à partir des gènes d’Ig humains). 
 
 
 
 
Figure 27 : Les différents anticorps monoclonaux  
Extrait de [435] 
 
 
 
De nos jours, de nombreux anticorps monoclonaux sont approuvés par la FDA ou l’EMEA et 
beaucoup d’autres sont en essais cliniques, concernant diverses pathologies dont le cancer. Ces 
molécules ciblent directement les cellules tumorales ou des cytokines pro-tumorales (VEGF). 
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DCI Spécialité Isotype Cible Structure Pathologie 
Approbation 
FDA/EMEA 
Rituximab 
Rituxan, 
MabThera 
IgG1 CD20 chimérique LNH 1997/1998 
IgG1 
Ibritumomab 
tiuxetan 
Zevalin 
90
Y radioconjugué 
(
111
I ou 
90
Y) 
CD20 souris LNH 2002/2004 
Tositumomab Bexxar 
131
I IgG2a CD20 souris LNH 2003/NA 
IgG4 
Gentuzumab 
ozogamicin 
Mylotarg conjugué avec 
la calicheamin 
CD33 humanisé LAM 2000/NA 
Alemtuzumab 
Campath, 
MabCampath 
IgG1 CD52 humanisé LLC, LNH 2001/2001 
Trastuzumab Herceptin IgG1 HER2/neu humanisé cancer du sein 1998/2000 
Bevacizumab Avastin IgG1 VEGF humanisé cancer colorectal 2004/2005 
Cetuximab Erbitux IgG1 EGFR chimérique cancer colorectal 2004/2004 
Panitumumab Vectibix IgG2 EGFR humanisé cancer colorectal 2006/2007 
 
Table 7 : Anticorps monoclonaux approuvés sur le marché des médicaments anti-cancéreux 
 
 
 
D’autres molécules, de structure différente, sont aussi utilisées dans le traitement du cancer. 
C’est le cas des petites molécules inhibitrices comme l’imatinib (Glivec) ciblant plusieurs 
tyrosines kinases et utilisé dans le traitement de certaines LMC et des GIST, ou encore le 
bortezomib (Velcade) ciblant la protéase 28S dans le traitement du myélome multiple. Ces 
thérapies correspondent à de l’immunothérapie dite passive. En effet, si les molécules sont 
actives directement contre les cellules tumorales, certaines permettent souvent de “doper” le 
système immunitaire. Ainsi, les anticorps monoclonaux comme le rituximab ou le trastuzumab 
ont un mécanisme d’action passant par l’ADCC [436] et le complément (CDC). Egalement, le 
Glivec a été impliqué dans l’activation indirecte des cellules NK par les CDs de l’hôte, in vitro et 
in vivo dans des modèles murins [437] et le taux de production d’IFN-γ par les cellules NK des 
patients a été corrélé à un meilleur pronostic [438].  
IV.1.1.2 Transfert adoptif de lymphocytes 
 
Une autre approche de ce type d’immunothérapie consiste à transférer des lymphocytes 
autologues chez le patient : c’est le transfert adoptif de lymphocytes (ACT). Soit les lymphocytes  
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sont stimulés in vitro de façon non spécifique afin de transférer des cellules cytotoxiques 
effectrices, soit ils sont stimulés spécifiquement par des antigènes tumoraux et réintroduits 
chez le patient. Le rationnel de cette approche est la diminution fréquente dans de nombreux 
cancers des lymphocytes cytotoxiques spécifiques anti-tumoraux [439]. Plusieurs essais 
cliniques ont été ou sont en cours concernant ce type d’immunothérapie. 
Un des premiers essais cliniques publié incluait 86 patients atteints de mélanomes 
métastatiques. Les malades, traités par des lymphocytes issus des TILs de leur propre résection 
chirurgicale avec de l’IL-2 à forte dose plus ou moins une chimiothérapie par cyclophosphamide 
selon le bras de l’essai, ont eu 31% et 34% de taux de réponse globale quelque soit le groupe. 
Une analyse rétrospective de l’étude a ensuite démontré la corrélation entre la réponse clinique 
et la capacité des lymphocytes T injectés à tuer les cellules tumorales et également leur 
infiltration aux sites tumoraux [440, 441]. Une autre étude de l’équipe de F. Jotereau (Nantes) 
démontre que l’amplification de TILs issus de l’exérèse des ganglions envahis par des cellules 
tumorales et leur injection avec l’IL-2, améliore la survie sans rechute des patients n’ayant qu’un 
ganglion envahi dans le mélanome de stade III, en comparaison du groupe IL-2 seul [442]. 
Cependant, la demi-vie des lymphocytes injectés dans le sang des patients est courte et 
empêche la rémission à long terme [440, 441]. Des études sur des modèles murins ont 
démontré le besoin d’éliminer les lymphocytes T régulateurs et les lymphocytes T endogènes 
qui compètent avec les lymphocytes injectés pour la consommation des cytokines [443, 444]. La 
présence de lymphocytes T CD4
+
 semble aussi nécessaire à l’obtention d’une régression 
tumorale [445]. Ainsi, une étude pilote dans le mélanome métastatique a corrélé la régression 
tumorale avec la persistance des clones de lymphocytes T injectés aux patients ayant subi une 
chimiothérapie avant greffe [446]. Par la suite, l’équipe de S.A. Rosenberg a mis en place un 
essai clinique incluant des patients atteints de mélanome métastatique. Les malades ont été 
traités par des lymphocytes issus des TILs de résection chirurgicale de leur métastase, stimulés 
par un anticorps anti-OKT3 et amplifiés in vitro. Avant les injections, les patients ont subi une 
chimiothérapie sans aplasie médullaire (cyclophosphamide et fludarabine) associée ou non à 
une radiothérapie. Cet essai thérapeutique a permis d’observer 49% de réponses objectives 
chez les 43 patients n’ayant pas reçu de radiothérapie, 52% chez les 25 patients ayant eu une 
radiothérapie (corps entier) de 2 Gy et 72% chez les 25 patients ayant eu une radiothérapie 
(corps entier) de 12 Gy. Plusieurs des réponses ont été durables et sur les 10 réponses 
complètes, aucune récidive n’a été observée entre le 8
ème
 et le 63
ème
 mois suivant la thérapie. 
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15 réponses partielles n’ont pas évolué du 4
ème
 au 64
ème
 mois. Le taux de survie à 3 ans pour les 
patients ayant reçu l’ACT associée à la chimiothérapie seule est de 25% et de 42% pour la 
chimiothérapie plus la radiothérapie. Seulement 14% de survie à 3 ans est observé dans le 
groupe sans chimiothérapie. Ainsi, même si cet essai n’a pas été randomisé, la tendance du 
prolongement de la survie par l’ACT après lymphodéplétion semble claire. De plus, 11 des 13 
patients répondeurs ont eu une persistance des cellules injectées dans le sang allant de 6 à 12 
mois, contre seulement 1 sur 12 pour les non-répondeurs, suggérant l’importance d’éliminer les 
lymphocytes endogènes avant la thérapie cellulaire dans le mélanome [447]. Cette équipe a 
aussi mené d’autres essais cliniques sur des patients avec un mélanome métastatique et traités 
par des lymphocytes autologues après lymphodéplétion, mais la réactivité des lymphocytes 
greffés était cette fois spécifique des antigènes de mélanome gp100 ou MART-1. Une autre 
étude de phase I récente rapporte des effets cliniques anti-tumoraux avec l’injection de 
lymphocytes T autologues exprimant un récepteur antigénique chimérique ciblant le 
diasialoganglioside GD2 et l’APC chez des patients à un stade avancé de neuroblastome. Ainsi, 
50% des patients ont présenté une régression tumorale associée à une nécrose [448].  
D’autres études du même ordre utilisent les lymphocytes T CD4
+
 ou les lymphocytes  
T-γδ. Ces derniers présentent plusieurs avantages en immunothérapie. En effet, outre leur 
potentiel cytotoxique vis-à-vis de différentes tumeurs, ils sont activés par des ligands non-
peptidiques exprimés par les cellules stressées et peuvent également être des CPA pour les 
lymphocytes T conventionnels, permettant le relais avec la réponse immune adaptative [62]. 
Une première étude in vivo a ainsi pu démontrer le potentiel cytotoxique des lymphocytes 
T-Vγ9Vδ2 humains, activés et amplifiés in vitro par le BrHPP ou l’alendronate contre différentes 
tumeurs solides humaines (mélanome et pancréas), et le corréler au prolongement de la survie 
des souris [449]. Une autre étude présente les mêmes résultats vis-à-vis de souris xénogreffées 
avec des cellules tumorales humaines de LNH et injectées avec des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 
humains amplifiés in vitro par du BrHPP ou du C-HDMAPP [450]. Ces résultats sont confirmés 
par deux études in vitro. La première démontre la faisabilité de produire de grands lots de  
cellules T-Vγ9Vδ2 in vitro par culture cellulaire en présence de phosphoantigènes BrHPP et  
d’IL-2, à partir du sang de patients atteints de cancer métastatique du rein. S. Salo et ses 
collègues démontrent également que les cellules T-γδ amplifiées ont un phénotype effecteur 
cytotoxique [451]. La seconde étude a été réalisée avec des PBMC de patients atteints de 
cancers avancés du poumon, du sein, de la prostate ou du colon, mis en culture et stimulés par 
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du zoledronate et de l’IL-2. M. Kondo et ses collègues ont ainsi mis en évidence une expansion 
spécifique des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 chez les patients après 14 jours de culture. Ils ont 
également observé que le nombre de lymphocytes T-γδ des patients était plus faible que chez 
des donneurs sains après amplification, ce qui semble être dû à la faible fréquence des 
lymphocytes T-Vγ9Vδ2 ex-vivo. En effet, le taux d’amplification est en moyenne plus important 
chez les patients que les donneurs sains. En revanche, la variabilité des réponses est plus 
importante chez les patients et le pourcentage de patients ayant des lymphocytes T-γδ 
répondeurs à la stimulation est plus faible que celui des donneurs sains, en particulier pour les 
patients atteints de cancers métastatiques du sein, de la prostate et du colon. Les lymphocytes 
T-Vγ9Vδ2 ex vivo chez les donneurs sains montrent essentiellement un phénotype de type 
central mémoire. Cependant, les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 ex vivo des patients sont surtout des 
cellules effectrices, comme pour les cellules T-γδ amplifiées des donneurs sains. De plus, les 
niveaux d’expression des transcrits des molécules cytotoxiques (IFN-γ, TNF-α, perforine, 
granzyme B, FasL et TRAIL) des lymphocytes T-γδ amplifiés des patients sont comparables à ceux 
des donneurs sains, de même que la lyse contre différentes lignées tumorales (LNH, sein, 
prostate, poumon). Enfin, cette étude démontre la faisabilité d’obtenir des quantités suffisantes 
de lymphocytes T-Vγ9Vδ2 à partir de PBMC de patients dans l’optique d’une immunothérapie 
adoptive [452].  
Le premier essai clinique de phase I concernant l’injection de lymphocytes T-γδ amplifiés in vitro 
a été réalisé par J. Bennouna et ses collègues et incluait des patients atteints d’un carcinome 
rénal métastatique. Sur les 10 patients analysables, les injections de lymphocytes T-Vγ9Vδ2 et 
d’IL-2 ont été bien tolérées dans l’ensemble et 6 patients ont vu leur maladie se stabiliser 
pendant plus de 6 mois [453]. La littérature rapporte également le cas récent d’une rémission 
complète d’un patient avec des métastases pulmonaires d’un carcinome rénal, suite à l’injection  
de cellules T-γδ autologues activées et amplifiées in vitro. Après vérification de la cytotoxicité 
contre des lignées tumorales rénales des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 activés, le patient a reçu 6 
cycles de traitement comprenant ces cellules, l’acide zolédronique et l’IL-2, à raison d’une fois 
par mois pendant six mois. Le taux de lymphocytes T-Vγ9Vδ2 dans le sang périphérique du 
patient a augmenté quatre jours après l’injection ainsi que les taux sériques d’IFN-γ et d’IL-6. 
L’IFN-γ entraîne la sécrétion de chimiokines (Mig et IP-10) qui induisent l’expression de CXCR3 
sur les lymphocytes T-Vγ9Vδ2, permettant ainsi leur recrutement à la tumeur. L’essai dont est 
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issu ce patient comprenait onze patients, dont 5 ont eu une progression de leur maladie, 5 pour 
lesquels la maladie s’est stabilisée, et celui-ci en rémission complète. Si le bilan de cet essai est 
globalement négatif, il est important de noter que les patients étaient en échec thérapeutique 
avant d’être inclus dans l’essai et que peu de traitements efficaces existent pour traiter le 
carcinome rénal. Ainsi, seul 2% des patients traités par l’IL-2 à faible dose ont une rémission 
complète stable de leur maladie. Egalement, peu d’effets secondaires ont été observés lors de 
cet essai clinique, justifiant une telle option thérapeutique dans ce type de cancer [454]. 
 
IV.1.2  Immunothérapie active  
 
Une autre approche consiste à stimuler le système immunitaire non pas ex vivo mais 
in vivo, nommée immunothérapie active. Elle peut être non-spécifique en visant le système 
immunitaire de manière générale ou spécifique en ciblant un type de cellule immune donné.  
IV.1.2.1 Immunostimulation non spécifique 
 
L’intérêt de l’approche non spécifique réside dans la non-obligation de connaître les 
antigènes spécifiques exprimés par la tumeur. Ainsi, l’instillation intra-vésicale du Bacille de 
Calmette-Guérin (BCG) (ImmuCyst) est préconisée dans le traitement des formes précoces et 
localisées des tumeurs de la vessie, afin d’induire une inflammation locale permettant, par la 
libération de cytokines et chimiokines, d’attirer les cellules de l’immunité [455]. Le traitement 
par cytokines est aussi approuvé dans plusieurs types de cancers, tels l’adénocarcinome rénal 
métastatique, le mélanome, les lymphomes folliculaires, la LMC ou le myélome multiple. Ainsi,  
l’injection d’IL-2 et d’IFN-α dans l’adénocarcinome rénal a permis d’améliorer la survie des 
patients [456]. 
D’autres cytokines comme l’IL-15 font également l’objet d’essais cliniques. En effet, l’IL-15 est 
connue pour augmenter la réactivité des cellules T CD8
+
 mémoires et des cellules NK [457].  
 
Avec l’avancée de la biologie moléculaire, plusieurs stimulants de l’immunité innée ont 
été identifiés et testés. Les membres agonistes de la famille des TLR, tels le TLR3 (poly-IC), TLR4, 
TLR9 (CpG motifs) ou TLR7/8 font l’objet de recherche clinique. Un ARN double brin agoniste du 
TLR3 a ainsi été montré comme stimulant la réponse anti-tumorale médiée par un IFN de type I  
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et entraînant l’apoptose des cellules tumorales de sein [458]. Egalement, les voies de 
signalisation des TLR4 et TLR9 ont la capacité d’activer les cellules NK et les CTLs ainsi que la 
production de cytokines [186]. Les agonistes de TLR7 et TLR8 ont la capacité de transformer les 
fonctions inhibitrices des Tregs et d’activer les CDs, entraînant une forte réponse anti-tumorale 
[459]. Plusieurs agonistes du TLR9 ont également une efficacité en combinaison avec des 
chimiothérapies et des anticorps monoclonaux dans des essais cliniques de phase I/II, 
comprenant des patients atteints de carcinome pulmonaire non à petites cellules et de 
carcinome colorectal [186]. Cependant, à ce jour, seul l’imiquimod (agoniste du TLR7) induisant 
la production de cytokines pro-inflammatoires (IFN-α, IL-6 et TNF-α) est approuvé pour le 
traitement du carcinome baso-cellulaire [460]. 
 
 Si le thalidomide est un agent “immunosuppresseur anti-néoplasique” selon la 
classification pharmaceutique, paradoxalement, il induit une immunostimulation non-pécifique. 
En effet, in vitro, il est capable de stimuler la production d’IL-2 et d’IFN-γ via le TCR des 
lymphocytes T CD4
+
 mais surtout des lymphocytes T CD8
+
. Il augmente également la cytotoxicité 
des cellules T CD8
+
 induite par des CDs allogéniques [461]. Plusieurs essais cliniques sur 
différents types de cancers ont été ou sont menés avec cette molécule (gliome, cancers du rein, 
de la prostate, du sein, de l’ovaire, hépatocarcinome, mélanome, hémopathies malignes…). Les 
résultats sont mitigés avec peu de réponses cliniques objectives mais de nombreuses réponses 
partielles. Seule son efficacité dans le myélome multiple est indiscutable. L’essai clinique  
rapporte un taux de survie globale de 58% après un an chez des patients réfractaires à la 
chimiothérapie à haute dose [462]. Ce médicament a d’ailleurs obtenu l’autorisation de mise sur 
le marché (AMM) dans le traitement des myélomes multiples des patients âgés de plus de 65 
ans, non traités ou présentant une contre-indication à la chimiothérapie à haute dose. Les IMiDs 
dérivés du thalidomide (lenalidomide et pomalidomide) ont ensuite été développés avec pour 
objectif d’augmenter leur propriétés anti-cancéreuses et de limiter la toxicité et les effets 
secondaires. Du point de vue de la stimulation du système immunitaire, les IMiDs sont capables 
de stimuler les réponses innée et adaptative. En effet, in vitro, ils induisent l’augmentation de la 
sécrétion de cytokines (IL-2, IL-12 et IFN-γ) permettant la co-stimulation des cellules NK mais 
aussi des T CD4
+
 et CD8
+
 [463]. De plus ils inhibent la prolifération et les fonctions des 
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Tregs [464]. Le lénalidomide (Revlimid) possède une AMM dans le traitement du myélome  
multiple réfractaire à la chimiothérapie et au thalidomide (en France). Plusieurs essais cliniques 
ont été effectués ou sont en cours concernant cette molécule dans le traitement de la LLC ou du 
NHL, en association avec le rituximab [465]. 
IV.1.2.2 Immunostimulation spécifique 
 
Grâce à la caractérisation des antigènes tumoraux, la vaccination anti-tumorale est une 
approche très étudiée et de nombreux essais cliniques sont en cours. Cette immunothérapie 
active dite spécifique comprend différentes méthodes.  
 
La première consiste à irradier des cellules tumorales autologues ou allogéniques et à les 
injecter aux patients afin de les immuniser. 
 
Dans la même optique, l’injection directe d’antigènes tumoraux a été initiée dans des 
essais cliniques, en particulier dans le traitement du mélanome avec les peptides MAGE. Ces 
essais ont mis en évidence quelques réponses complètes et la régression de métastases de 
certains des patients mais aucune réponse immune systémique induite par la vaccination n’a pu 
clairement être établie [466, 467]. Egalement, l’administration de peptides dérivés de l’antigène 
spécifique de fusion bcr-abl a fait l’objet d’un essai clinique de phase II chez des patients  
atteints de LMC, après transplantation allogénique de moelle. Sur les 14 patients inclus, 12 ont 
montré une réponse positive pour la prolifération des lymphocytes T CD4
+
 après 8 vaccinations, 
dont certaines ont été persistantes jusqu’à plus de 10 semaines. De plus, 3 patients exprimant 
HLA-A3 et 1 patient exprimant HLA-A11 ont montré une réponse T CD8
+
 qui n’a cependant pas 
perdurée. Concernant le devenir clinique de ces patients, les résultats sont plus difficiles à 
analyser, d’autant que certains patients ont reçu des traitements concomitants (IFN-α, injection 
de leucocytes, imatinib) : 29% des patients ont montré une diminution du pourcentage de 
chromosome philadelphie, 21% une négativité pour l’expression de bcr-abl par RT-PCR, 36% 
aucun changement et 14% une progression. Ce type de vaccination démontre donc son 
potentiel dans l’induction d’une réponse immune adaptative spécifique, même si de nouvelles 
recherches sont nécessaires afin d’améliorer ces réponses cliniques [468]. 
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Dans le but d’optimiser la réponse immune induite par la tumeur, plusieurs équipes 
cherchent à augmenter l’adressage des antigènes tumoraux aux CDs. Pour ce faire, des essais 
cliniques utilisant des CDs modifiées génétiquement pour l’expression de différentes molécules 
(chimiokines, cytokines, antigènes tumoraux) et évaluant leur efficacité sont en cours [469].  
Des vaccins d’ADN, également en évaluation, sont des véhicules servant à produire des 
antigènes in vivo. Ils sont constitués d’un plasmide d’ADN codant pour le gène d’intérêt sous le 
contrôle d’un promoteur et peuvent être administrés en sous-cutané, en intradermique ou en 
intramusculaire. Plusieurs essais cliniques concernant divers cancers (lymphome, prostate, sein, 
mélanome) montrent la faisabilité et la toxicité limitée de cette approche. Cependant, si une 
immunité humorale a pu être détectée dans la plupart des essais, aucun lien avec une réponse 
clinique ne peut être clairement établi. D’autres essais permettront sans doute de le montrer 
dans les années à venir [470]. 
 
Une autre approche consiste à induire, in vivo, la mort des cellules tumorales pour 
permettre la libération d’antigènes tumoraux et rendre les tumeurs immunogènes. Plusieurs 
systèmes peuvent induire ce mécanisme, tels la transfection de gène suicide, la cryoablation et 
la radiothérapie. L’injection de lignées murines de carcinome hépatocellulaire transfectées par  
le VHS-tk ADNc dans des souris, a permis au Ganciclovir d’induire l’apoptose spécifique de ces 
cellules et l’augmentation du nombre de CDs infiltrant la tumeur. Ces CDs ont ensuite été 
impliquées dans l’induction de la réponse immune adaptative observée, puisque le nombre des 
CDs et celui des lymphocytes T CD4
+
 et CD8
+
 dans les ganglions drainant la tumeur étaient 
augmentés. De plus, ces lymphocytes exprimaient le marqueur de prolifération Ki67 [471]. De 
même, relativement à la résection chirurgicale classique, la cryoablation d’une tumeur 
xénogreffée par des cellules d’une lignée cancéreuse mammaire murine (MT-901) augmente le 
nombre de lymphocytes T dans le ganglion drainant. La greffe de lymphocytes T murins activés 
(ganglionnaires ou spléniques) à des souris portant des métastases pulmonaires réduit le 
nombre de celles-ci, suggérant une meilleure reconnaissance des antigènes tumoraux et donc 
une réponse immune plus efficace avec la cryoablation [472]. Enfin, la radiothérapie de 
xénogreffes de mélanome murin (B16) augmente les CTLs spécifiques dans les ganglions et la 
tumeur primaire. Ce résultat est corrélé avec une diminution significative de la croissance 
tumorale des souris irradiées (versus des souris contrôles ou irradiées et ayant reçu une  
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injection d’anticorps monoclonal anti-CD8). Egalement, la combinaison de la radiothérapie et de 
l’injection de Th1 activés in vitro à proximité d’une xénogreffe intradermique de lymphome, 
réduit significativement la croissance tumorale, l’apparition de métastases et améliore la survie. 
Enfin, une seconde xénogreffe des mêmes cellules tumorales dans les souris préalablement 
traitées, a avéré la mise en place d’une mémoire immunitaire puisqu’aucune tumeur n’est 
apparue [473].  
Dans le même but, plusieurs études utilisent directement les CDs manipulées in vitro ou 
ex vivo pour augmenter leur pouvoir immunogène avant de les injecter aux patients. Ainsi, ces 
cellules peuvent être respectivement chargées par des peptides tumoraux, des extraits de 
cellules tumorales, des corps apoptotiques, des exosomes ou fusionnées avec des cellules 
tumorales. Une étude de phase II comprenant 33 patients ayant un cancer métastatique de la 
prostate, a évalué l’efficacité de CDs autologues chargées avec des antigènes prostatiques 
(PSM-P1 ou PSM-P2). 32% des patients ont eu une régression de leur maladie avec 8% de 
réponses complètes et 24 % de réponses partielles avec une durée de réponse moyenne 
d’environ 5 mois [474]. Une phase III randomisée, utilisant des CDs autologues exprimant PAP 
versus placebo chez des patients atteints de cancer prostatique hormono-résistant, n’a pas  
montré de différence significative pour le temps de progression entre les deux groupes. Par 
contre, 3 ans post-randomisation, le gain de survie des patients vaccinés est de 4.5 mois 
supérieur et le taux de survie de 34% contre 11% pour les patients ayant reçu le placebo [475]. 
L’hétérokaryon formé par la fusion syngénique de CDs et de cellules tumorales exprime à la fois 
les antigènes associés aux tumeurs et les molécules de co-stimulation du CMH de classe II (B7.1 
et B7.2), ICAM-1, LFA-1 et -3 et le CD40 [476]. Plusieurs études précliniques ont démontré la 
capacité des vaccins de CDs fusionnées (générées ex vivo) à diminuer la taille des tumeurs 
(mélanome, colorectal, sein, poumon, rein, myélome, …) et à prévenir ou retarder leur 
apparition spontanée en modèle murin [476]. Les CDs générées ex vivo peuvent être fusionnées 
avec des cellules tumorales entières puis réintroduites chez le patient ou être utilisées pour 
induire et amplifier des CTLs autologues qui sont ensuite injectés. Une étude récente portant 
sur des patients atteints de carcinome rénal ou mammaire métastatiques a rapporté, outre la 
faisabilité de l’approche, des réponses cliniques encourageantes. Deux des patients 
présentaient une régression des masses métastatiques de cancer du sein et 6 patients 
présentaient une maladie stabilisée jusqu’à 9 mois après le traitement. De façon intéressante,  
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cette étude montre l’induction d’une réponse immune par l’augmentation du pourcentage de 
cellules T exprimant l’IFN-γ après exposition au lysat tumoral in vitro. Cependant, cette réponse 
immune est difficilement corrélée à la réponse clinique [477]. D’autres essais cliniques de 
phase I/II fusionnant des CDs allogéniques avec des cellules tumorales autologues ont été 
menés. Dans le mélanome, ces vaccins ont été injectés en sous-cutané et induisent une réponse 
complète, une réponse partielle et cinq maladies stabilisées sur seize patients au total [476]. 
Dans un autre essai comprenant des patients atteints de carcinome rénal métastatique, 17 
malades ont été traités par vaccination sous-cutanée de CDs allogéniques électro-fusionnées 
avec des cellules tumorales autologues, à proximité des ganglions lymphatiques inguinaux. 41% 
des patients ont eu une réponse à la vaccination avec 23% de rémission complète et 17% des 
patients ont eu une diminution de moitié de leurs masses tumorales pendant plus de trois mois. 
Ces résultats ont été associés à l’accumulation de lymphocytes T CD8
+
 aux sites tumoraux [478]. 
D’autres techniques ont été exploitées pour augmenter l’immunogénicité des CDs, comme 
l’utilisation d’exosomes dérivés de CDs (Dex). Cette technique a la capacité d’activer l’immunité  
innée et adaptative in vivo [479, 480]. Elle fait actuellement l’objet d’un essai clinique de phase 
II concernant des patients inopérables de cancer du poumon non à petites cellules, après 
chimiothérapie. Ses objectifs sont l’amélioration de la survie post-chimiothérapie et l’évaluation 
de son efficacité clinique et de sa sécurité.  
 
Au vu des résultats des essais cliniques encourageants mais des réponses cliniques 
faibles de manière générale, la tendance évolue vers la combinaison des traitements. Une étude 
récente a ainsi associé l’injection intra-tumorale de CDs immatures et de cellules T activées chez 
des patients atteints de différents cancers en rechute après chimio- et radiothérapie. Les 37 
patients inclus dans l’étude ont tous reçu au moins une injection de CDs associée au surnageant 
de cellules T activées. Certains ont aussi reçu une injection de cellules T activées 3 jours après 
celle des CDs, d’autres ont reçu une chimiothérapie une semaine avant et/ou une radiothérapie 
pendant la semaine précédent l’injection des CDs. les taux de réponse, évalués 3 à 4 semaines 
après la première injection de CDs montrent une réponse complète, 6 réponses partielles 
pendant au moins 3 mois et 25 états stables. La réponse complète a été observée pour un 
patient traité avec l’arsenal thérapeutique complet, les réponses partielles pour des patients 
traités par CDs associées ou non à une chimiothérapie et les états stables ont été observés dans 
tous les groupes -sauf celui de l’arsenal complet-. Le but de cette étude était de démontrer la 
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possibilité, au vu de la toxicité, de combiner des traitements de référence avec 
l’immunothérapie. Les analyses de toxicité montrent des effets secondaires essentiellement 
dans le groupe des patients ayant reçu la totalité des traitements, et semblent relativement 
bien supportés. Cet essai a été étendu à d’autres patients pour évaluer l’efficacité et la sécurité 
de ces combinaisons thérapeutiques [481].  
 
Le premier essai clinique publié sur la stimulation dans l’organisme humain des 
lymphocytes T-γδ est une étude pilote concernant des patients atteints de cancers lymphoïdes 
(LNH, LLC et MM) en échec thérapeutique. Ces patients ont été traités par le pamidronate 
(PAM) associé à l’IL-2 à des doses différentes afin d’évaluer la toxicité. Cet essai démontre d’une 
part que le pourcentage de cellules T-γδ des malades répondeurs à la stimulation par le PAM et 
l’IL-2 est moindre que celui des donneurs sains (49% versus 88%). Et d’autre part, que  
l’expansion in vivo des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 corrèle avec la thérapie et qu’elle serait un pré-
requis à la régression tumorale. L’objectif principal de l’étude démontre la faisabilité d’une 
immunothérapie spécifique des cellules T-γδ chez l’homme puisqu’aucune dose limite d’IL-2 n’a 
pu être observée (toxicité) et la combinaison thérapeutique a été bien tolérée. Les résultats 
d’efficacité sont à confirmer compte-tenu du faible nombre de patients inclus [114]. Une étude 
ultérieure démontre cependant la capacité du zoledronate à induire la maturation des 
lymphocytes T-Vγ9Vδ2 chez des patients atteints de cancers métastatiques de la prostate et du 
sein. En effet, le phénotype des sous-populations de cellules T-γδ des patients, initialement 
identique à celui des donneurs sains, est modifié par le zoledronate. Les lymphocytes T-γδ naïfs 
et mémoires diminuent et les effecteurs augmentent pour un même nombre de cellules. La 
stimulation in vitro par l’IPP et l’IL-2 corrobore ces résultats, puisque la prolifération des 
lymphocytes T-Vγ9Vδ2 diminue entre le premier et le troisième mois de traitement alors que la 
production d’IFN-γ par ces cellules augmente. Ceci suggère une différenciation des lymphocytes 
T-γδ en effecteurs cytotoxiques sous l’effet du zoledronate [81]. La même équipe a alors mis en 
place un essai clinique de phase I incluant des patients atteint d’un cancer métastatique 
hormono-résistant de la prostate. 9 patients dans chaque bras ont été traités par injection de 
zoledronate ou de zoledronate et d’IL-2. Le devenir des patients à 12 mois a été corrélé avec le 
nombre de lymphocytes T-γδ dans le sang. A 9 mois, la survie des patients est également 
corrélée au nombre de cellules T-γδ de phénotype effecteur mémoire, et s’avère inversement 
corrélée au taux d’antigène prostatique spécifique (PSA) [82]. Enfin, une dernière publication 
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relate la régression de métastases pulmonaires de mélanome suite à l’administration de 
zoledronate associée à la radiothérapie [482]. Ainsi, l’immunothérapie active et spécifique des 
lymphocytes T-Vγ9Vδ2 démontre sa faisabilité et son efficacité dans différents types de cancers. 
 
IV.2 Cibler le microenvironnement tumoral 
IV.2.1 Cellules pro-tumorales 
 
Concernant les TAMs, plusieurs approches sont actuellement sous évaluation. La 
première concerne leur recrutement par inhibition des chimiokines. Une étude sur modèle 
murin de cancer du sein a montré que le traitement des souris avec un antagoniste de CCL5 
permet la diminution des TAMs infiltrant la tumeur. De plus, cette diminution est corrélée à la 
diminution de la croissance tumorale [483]. Une autre approche consiste en l’élimination de ces 
cellules. Ainsi, la trabectedin (Yondelis) est une drogue cytotoxique sélective des monocytes et 
macrophages [484]. D’autres approches consistent non pas à cibler spécifiquement les TAMs 
mais plutôt leurs fonctions. Ainsi, les thérapeutiques anti-angiogéniques comme les IMiDs ou 
l’anti-VEGFR2 inhibent une partie des fonctions des TAMs en diminuant leur infiltration au sein 
de la tumeur [485, 486]. Le zoledronate, de par son inhibition de MMP-9, a également été 
montré pour diminuer le nombre de TAMs au sein de la tumeur ainsi que l’expansion des 
MDSCs de la moelle et du sang périphérique de souris génétiquement modifiées. Ces effets ont 
été associés à l’amélioration de la réponse immune anti-tumorale et à la diminution de la 
croissance de la tumeur [487]. Une dernière approche complètement différente repose sur 
l’infiltration spontanée des macrophages dans les tumeurs et leur utilisation comme vecteur de 
drogues anti-néoplasiques. Ainsi, un modèle préclinique de cancer de la prostate métastatique 
utilisant l’injection intra-tumorale de macrophages modifiés exprimant l’IL-12 (transduction 
virale), démontre une diminution de croissance de la tumeur primaire et des métastases 
pulmonaires avec un nombre de TILs (CD4
+
 et CD8
+
) fortement augmenté par rapport aux 
contrôles [488]. L’utilisation de siRNA a également fait son apparition pour cibler les cellules du 
stroma de manière générale [489]. 
Les CAFs sont aussi des cellules intéressantes à cibler dans la stratégie anti-tumorale 
puisqu’elles supportent la progression tumorale. Une de ces stratégies consiste à cibler leur 
différenciation. Par exemple, un inhibiteur de la méthylation de l’ADN, le 5-aza-2’deoxycytidine 
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(5aza-dC) bloque la trans-différenciation de cellules “stellaires” (hepatic stellate cells) en 
myofibroblastes dans le foie [490]. Cette approche possède l’avantage d’être relativement 
spécifique puisqu’une hypométhylation génomique apparaît dans les CAFs dans certaines 
situations, suggérant une action préférentielle de drogues comme le 5aza-dC [491]. L’inhibition 
du TGF-β est aussi une stratégie envisagée puisqu’elle permettrait de bloquer son effet sur la 
différenciation en myofibroblastes. Dans la même optique, le sibrotozumab a été testé dans un 
essai clinique de phase I. Cet anticorps monoclonal inhibant FAP, jouerait un rôle dans la 
différenciation des fibroblastes en myofibroblastes [492]. Une autre stratégie consiste à cibler le 
recrutement des CAFs. Ainsi, un inhibiteur de MMP-7 est envisagé puisque cette protéase 
stimule la prolifération et la migration des myofibroblastes humains, par le clivage de l’IGF-II 
(facteur de croissance à l’insuline) [493]. D’autres MMPs ont été ciblées ; cependant leur 
efficacité a été limitée par les effets secondaires du fait de leur rôle sur l’homéostasie des tissus. 
Une autre approche consiste à cibler les fonctions des CAFs. Ainsi, des études in vivo 
démontrent le potentiel anti-tumoral des anticorps monoclonaux antagonistes de c-Met et HGF 
(NK4, L2G7). Ces anticorps sont capables d’inhiber la croissance tumorale de tumeurs établies, 
de limiter les métastases et de prolonger la survie des souris [494, 495]. L’avantage de ces 
thérapies est qu’elles ne ciblent pas seulement les fonctions des CAFs mais de plusieurs cellules 
stromales. Des inhibiteurs d’uPA ont également été testés en préclinique. En particulier, 
l’inhibiteur PAI-2 couplé à une molécule radioactive (
213
Bi-PAI-2) a permis de retarder 
significativement l’apparition de tumeurs du pancréas dans des souris [496]. L’inhibition du 
PDGF-C (Platelet-derived Growth Factor C), connu pour être surexprimé dans les CAFs de 
tumeurs résistantes, permet de bloquer l’angiogenèse et de limiter la croissance tumorale 
in vivo. De plus, son association avec un anti-VEGF-A renforce ses effets [497]. Une autre 
stratégie consiste à cibler le stroma pour arrêter la prolifération cellulaire mais surtout pour 
favoriser la pénétration de drogues anti-cancéreuses au sein de la tumeur. Ainsi, K.P. Olive et 
ses collègues démontrent dans un modèle murin d’adénocarcinome pancréatique, que 
l’administration d’un inhibiteur de la voie de signalisation Hedgehog permet d’éliminer le 
stroma tumoral, d’augmenter transitoirement la densité vasculaire et la concentration de 
Gencitabine intra-tumorale. Ces effets permettent de stabiliser la maladie transitoirement, 
suggérant que la chimiorésistance de ces tumeurs s’explique par leur pénétration insuffisante 
des drogues [498].  
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Cibler l’inflammation est aussi intéressant puisque l’inflammation chronique est associée 
à la progression tumorale et à l’immunoévasion. Ainsi, l’inhibition de COX-2, dont l’expression 
est augmentée lors de la co-culture de cellules cancéreuses avec des fibroblastes [499] par le 
Celecoxib, pourrait diminuer l’invasion et la migration des fibroblastes au sein de tumeurs du 
sein [500]. 
 
IV.2.2 Cellules anti-inflammatoires 
 
Des anticorps monoclonaux sont actuellement en développement pour cibler les Tregs. 
Ainsi, un anticorps anti-CD25 spécifique a démontré un très bon potentiel dans l’élimination des 
cellules CD4
+
CD25
+
FoxP3
+
 dans divers types de cancers [367]. Egalement, son utilisation dans 
des modèles de cancer du sein murins, a permis de supprimer la formation des tumeurs ainsi 
que la dissémination métastatique [501]. D’autres anticorps monoclonaux anti-CTLA-4 
(ipilimumab et tremelimumab) sont aussi à l’étude, et des études précliniques très 
encourageantes démontrent leur activité anti-tumorale dans le traitement du mélanome [502]. 
 
IV.2.3 Molécules immunosuppressives 
 
Comme mentionné précédemment, l’enzyme IDO possède un rôle dans 
l’immunoévasion des cellules tumorales. Bloquer son activité devrait donc augmenter la 
réponse immune anti-tumorale et ainsi induire une régression de la tumeur. Des études 
récentes démontrent que l’inhibition de l’enzyme, en association avec une chimiothérapie, 
permet la régression de tumeurs établies chez la souris [503]. Une autre étude démontre qu’un 
inhibiteur d’IDO1 (INCB024360) promeut la prolifération et la production d’IFN-γ par les  
cellules T et NK, en co-cultures. Egalement, la conversion en Tregs serait diminuée et le nombre 
de CDs exprimant le CD86 fortement augmenté, in vitro. De plus, l’administration de cet 
inhibiteur à des souris porteuses de tumeurs diminue significativement la croissance tumorale, 
et ce, selon une voie dépendante des lymphocytes [504]. Cependant, une étude randomisée de 
phase III incluant des patientes atteintes de cancer ovarien, a démontré une augmentation 
significative de la survie sans progression des malades. Le premier bras de l’essai comprenait un 
traitement par chimiothérapie et IFN-γ et l’autre bras la chimiothérapie seule [505]. Une autre 
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étude démontre également que l’instillation d’IFN-γ dans la vessie possède des propriétés 
préventives pour la rechute du cancer de la vessie [506]. Ainsi, comme l’IFN-γ est un inducteur 
puissant d’IDO [507], ces études remettent en question les inhibiteurs d’IDO comme 
thérapeutique anti-tumorale. Cependant, on ignore encore si l’injection d’IFN-γ induit 
l’expression d’IDO chez ces patientes. 
 
Une étude récente a évalué l’effet du sunitinib sur des tumeurs métastatiques murines 
de colon greffées dans des souris. Cet inhibiteur de récepteur à tyrosine kinase est capable de 
diminuer le nombre de MDSCs et de Tregs dans les tumeurs implantées. Les auteurs ont 
observé une diminution d’expression d’IL-10, de TGF-β et à l’inverse une augmentation d’IFN-γ 
ainsi que du nombre de lymphocytes CD4
+
 et CD8
+
 au sein des TILs. Enfin, ces lymphocytes T des 
TILs étaient négatifs pour CTLA-4 et PD-1 alors que les MDSCs et pCDs présentaient une 
diminution d’expression de PD-L1. Cette molécule cible donc plusieurs composants du stroma 
tumoral et pourrait se révéler intéressante en combinaison avec d’autres thérapeutiques. En 
effet, l’association du sunitinib avec l’IL-12 et le 4-1BB permet d’augmenter le taux de survie à 
long terme des souris [508]. Une autre molécule, un inhibiteur spécifique de COX-2 
(nimesulide), a récemment démontré sa capacité à diminuer l’expression de PD-L1 à la surface 
de cellules de cancer du sein, par inhibition de l’IFN-γ. Etonnamment, cet effet est indépendant 
de la voie COX-2/PGE2. Ainsi, des études in vivo devraient confirmer ces résultats 
encourageants, d’autant que le nimesulide est aussi capable d’induire l’apoptose et d’inhiber la 
prolifération des cellules tumorales [509]. 
 
Plusieurs inhibiteurs de la voie du TGF-β sont actuellement en essais cliniques. Ces 
inhibiteurs peuvent bloquer les ligands naturels, tels les anticorps monoclonaux anti-TGF-β1 
(CAT-192), -β2 (CAT-152) ou anti-isoformes (1D11, 2G7), les protéines de fusion RII/Fc 
(sTβRII:Fc) ou le TβR-III soluble. Une autre approche consiste à bloquer l’activité catalytique des 
récepteurs avec des inhibiteurs compétitifs de la liaison à l’ATP de la kinase TβR-I (SB-431542, 
NPC 30345, LY364947). Des essais cliniques sont actuellement en cours pour évaluer la toxicité 
de ces molécules et établir leur efficacité. Ainsi, un essai de phase I a été initié avec un anticorps 
monoclonal (GC1008) antagoniste de toutes les isoformes du TGF-β et incluant des patients 
atteints de carcinome rénal avancé ou de mélanome. Une autre étude de phase II est  
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actuellement en cours pour l’évaluation d’une petite molécule inhibitrice de l’activité kinase du 
TGFβR-I (LY573636) sur des patients atteints de cancers du poumon et de mélanome 
métastatiques. Cette étude fait suite à une phase II sur des patients atteints de cancer ovarien, 
du poumon, du thymus ainsi que de sarcome réfractaires. L’administration intraveineuse tous 
les 21 jours de l’inhibiteur a été bien tolérée [510]. D’autres essais précliniques ou de phase I/II 
sont actuellement en cours concernant ce type d’inhibiteurs. Enfin, le blocage de la traduction 
du TGF-β2 par un oligonucléotide anti-sens (AP12009) est aussi une approche évaluée. Ce 
dernier inhibiteur diminue la prolifération des cellules de lignées de gliome, pancréas et 
mélanome dans des études précliniques. Il a également démontré sa bonne tolérance dans une 
étude de phase I/II, en injection intra-tumorale à des patients avec un gliome de haut grade. De 
plus, cet essai a montré que les PBMC de patients possèdent une meilleure cytotoxicité contre 
des cellules de gliomes autologues in vitro. Un essai de phase IIb en comparaison de la 
chimiothérapie est en cours dans la même indication, ainsi qu’un essai de phase I/II pour des 
patients porteurs de carcinomes pancréatiques ou de mélanomes [511]. Une autre approche 
combine des vaccins tumoraux et des inhibiteurs de TGF-β. Ainsi, un essai clinique de phase I 
évaluant la sécurité d’une thérapie vaccinale à partir de cellules tumorales autologues  
génétiquement modifiées par un vecteur anti-sens du TGF-β2 a été initié. Les 6 patients avec un 
astrocytome de grade IV ont bien toléré les 5 à 7 injections sous-cutanées. 2 patients ont 
présenté une régression partielle et 2 ont eu une stabilisation de leur maladie. La survie 
moyenne globale a été de 68 semaines et la médiane de survie des patients répondeurs de 78 
semaines. Comparativement à la survie moyenne de 47 semaines pour des patients traités de 
façon conventionnelle, ce type de traitement semble très encourageant dans les gliomes. Ces 
résultats sont cependant à prendre avec précaution puisqu’il s’agit d’une phase I, c'est-à-dire 
sans randomisation, sans bras comparatif et avec un très petit nombre de patients [512].  
Cibler la voie du TGF-β dans les tumeurs comme les gliomes, les mélanomes ou le 
carcinome rénal se justifie donc par ses effets immunosuppressifs. De plus, son inhibition 
pourrait promouvoir les fonctions anti-tumorales du système immunitaire. Cependant, ces 
thérapeutiques sont à utiliser avec précaution puisque le TGF-β, selon le contexte, peut avoir 
des effets pro-tumoraux. Enfin, son inhibition pourrait engendrer des effets secondaires 
susceptibles de déséquilibrer la balance bénéfice/risque d’une telle thérapie.  
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L’objectif de mes travaux de recherche a concerné l’optimisation de l’action anti-
tumorale des lymphocytes T-Vγ9Vδ2, au regard de l’immunoévasion des tumeurs. 
 
Malgré leurs fonctions cytolytiques contre de nombreuses cellules tumorales, les cellules 
T-γδ peuvent, dans certains cas, avoir une moindre efficacité. Mes premiers travaux ont porté 
sur l’étude d’une nouvelle approche consistant à associer un anticorps monoclonal aux 
lymphocytes T-Vγ9Vδ2, dans l’optique d’améliorer cette activité cytotoxique. 
 
Les cellules tumorales et leur microenvironnement produisent de nombreuses molécules 
responsables d’immunorésistance et donc susceptibles de limiter l’efficacité des thérapies anti-
tumorales à base de cellules immunitaires. Le TGF-β est une de ces molécules 
immunosuppressives majeures pour les cellules de l’immunité innée et adaptative. Mes travaux 
se sont donc portés sur le rôle de cette cytokine vis-à-vis des fonctions anti-tumorales des 
lymphocytes T-Vγ9Vδ2.  
 
Les résultats des études précédentes permettent d’envisager l’approche thérapeutique 
décrite en premier lieu, dans le cancer du sein. La dernière partie de mon projet de thèse est 
donc consacrée à l’étude de ce concept dans un modèle de tumeur humaine mammaire 
xénogreffée à des souris immunodéficientes.  
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I Amélioration des fonctions anti-tumorales des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 par 
l’association avec un anticorps monoclonal 
 
I.1 Publication 1 : Bromohydrin pyrophosphate enhances antibody-dependent cell- 
mediated cytotoxicity induced by therapeutic antibodies - Gertner-Dardenne, J et al., 
Blood, 2009 
 
 
Les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 ont la capacité de reconnaître et de lyser les cellules 
tumorales, cependant leur activité cytolytique n’est pas toujours optimale selon les cibles 
tumorales. C’est le cas des cellules de lymphome-B.  
 
Une des voies de signalisation amenant la mort de la cellule cible par les lymphocytes  
T-γδ, peut être médiée par l’ADCC au travers d’un anticorps monoclonal spécifique stimulant le 
récepteur CD16 de ces mêmes cellules.  
 
Ainsi, l’association de l’anticorps anti-CD20 rituximab (RTX) aux lymphocytes T-Vγ9Vδ2 
activés par le BrHPP permet d’augmenter la lyse des cellules de lymphome-B CD20
+
 et la 
déplétion des lymphocytes B chez le macaque.  
 
 
IMMUNOBIOLOGY
Bromohydrin pyrophosphate enhances antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity induced by therapeutic antibodies
Julie Gertner-Dardenne,1-3 Cecile Bonnafous,4 Christine Bezombes,1,2 Aude-He´le`ne Capietto,1,2 Virginie Scaglione,4
Sophie Ingoure,4 Delphine Cendron,1,2 Emilie Gross,1,2 Jean-Franc¸ois Lepage,4 Anne Quillet-Mary,1,2 Loîc Ysebaert,1,2,5
Guy Laurent,1,2,5 He´le`ne Sicard,4 and Jean-Jacques Fournie´1,2
1Inserm U563, Toulouse; 2Universite´ Toulouse III Paul-Sabatier, Centre de Physiopathologie de Toulouse Purpan, Toulouse; 3Institut Paoli Calmette, Laboratoire
d’Immunologie des Tumeurs, Marseilles; 4Innate Pharma SA, Marseilles; and 5Service d’Hematologie, Centre Hospitalier Universitaire Toulouse, Hoˆpital Purpan,
Toulouse, France
In human blood, 1% to 5% of lymphocytes
are  T cells; they mostly express the 
T-cell receptor (TCR)V9, recognize non-
peptide phosphoantigens (PAgs) pro-
duced by microbes and tumor cells, and
mediate different modes of lytic activities
directed against tumor target cells.
Antibody-dependent cell-mediated cyto-
toxicity (ADCC) mediated by cytolytic lym-
phoid cells is essential for the clinical
activity of anticancer monoclonal antibod-
ies (mAbs), but whether PAgs affect ADCC
by  T cells is unknown. Here we report
that, in association with the CD20-
specific mAb rituximab (RTX), the syn-
thetic PAg bromohydrin pyrophosphate
(BrHPP) increased TCRV9 cell binding to
CD20 lymphoma cells in vitro. This com-
bination activated phospho-ZAP70 and
phospho-ERK1/2 signaling in TCRV9
cells and strongly enhanced their ADCC
activity. We obtained similar results with
BrHPP in the context of the mAbs alemtu-
zumab and trastuzumab. Furthermore,
BrHPP enhanced RTX-mediated deple-
tion of CD20 cells in vitro from periph-
eral blood mononuclear cells of healthy
subjects and enhanced ADCC by 
T cells from patients with chronic lympho-
cytic leukemia. In cynomolgus macaques,
a regimen combining RTX, BrHPP, and
IL2 activated TCRV9 lymphocytes and
enhanced B-cell depletion from blood and
lymph nodes. Thus, the combination with
BrHPP PAg is able to improve the efficacy
of cancer immunotherapy by therapeutic
mAbs. (Blood. 2009;113:4875-4884)
Introduction
The success of therapeutic monoclonal antibodies (mAbs) in the
treatment of cancer can be attributed to their multiple bioactivities.
Their mechanism of action combines antibody-dependent cellular
cytotoxicity (ADCC), complement-mediated cytotoxicity, antibody-
dependent phagocytosis, direct cytotoxic activity, and inhibition of
receptor signaling.1 ADCC occurs when cytolytic effector cells
expressing a receptor for the Fc region of the IgG class of
antibodies (Fc receptors) bind to antibodies on the surface of
target cells. In humans, Fc receptors comprise CD16 (FcRIIIA-
B), CD32 (FcRIIA-C), and CD64 (FcRI), which all bind the
same region on IgG Fc but with low-to-medium (CD16, CD32) or
high (CD64) affinities.2
Several lines of evidence suggest that enhancing ADCC
induced by therapeutic mAbs may directly improve their clinical
efficacy. First, in mice bearing xenografted tumors, the efficacy
of the therapeutic mAbs rituximab (RTX) and trastuzumab
(TTZ) relies upon cell-surface expression of FcR.3 Second,
ADCC is essential for the clinical efficacy of RTX in B-cell
lymphoma patients and depends on the affinity of FcRIIIA for
the IgG.4,5 Third, optimizing the affinity of RTX, TTZ, and
alemtuzumab (ALZ) for FcRIIIA increases their ADCC and
their efficacy in preclinical and clinical studies.6-8 Finally,
recruitment and activation of additional cell effectors for ADCC
might also enhance the cytolytic activity of anticancer mAbs.9,10
The cytolytic effector cells involved in ADCC are CD16 (ie,
FcRIIIA)–positive natural killer (NK) cells and other CD8
cytolytic T lymphocytes, which release perforin through immuno-
logic synapses to kill target cells. In addition, human CD4CD8
 T cells from peripheral blood might provide an important
reservoir of cytolytic effector cells for ADCC. In most humans and
nonhuman primate species, the majority of circulating T lympho-
cytes expresses the V9 T-cell receptor, with CD4CD8
TCRV9 cells representing 1% to 3% of mononuclear cells. All
these cells respond to stimulation with nonpeptide phosphoantigens
(PAgs), which are small, phosphorylated metabolites produced by
the cholesterol pathway in microbial pathogens and tumor cells. In
addition to natural PAgs, the synthetic analog BrHPP11 selectively
stimulates TCRV9  T lymphocytes. PAg-stimulated  T cells
proliferate, secrete pro-inflammatory cytokines and chemokines,
and, most importantly, kill leukemia, lymphoma, and carcinoma
cells.12,13 Several studies involving macaque monkeys14,15 and
clinical studies in cancer patients16-22 have demonstrated in vivo the
potential of PAg-activated TCRV9  T lymphocytes for cancer
immunotherapy.
The mechanism by which PAgs stimulate  T cell–mediated
cancer cell killing is unclear. The number of circulating 
T lymphocytes increases 50- to 100-fold in humans treated with
BrHPP and IL2 (our unpublished observations), thus expanding
substantially the reservoir of these effector cells. Also, stimulation
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by PAg drives  T-cell maturation from naive to effector memory
cells, some of which express CD16 at their cell surface,23,24 and
CD16 effector memory  T cells are better than other cells at
spontaneously binding and killing CD20 lymphoma cells.25,26
This involvement of CD16 suggests that PAg might stimulate
ADCC by  T cells. Consistent with this, zoledronate, a drug that
up-regulates the level of endogenous PAg metabolites in treated
cells, also up-regulates ADCC by  T lymphocytes.27
We set out to examine whether activating  T cells with the
synthetic PAg BrHPP would improve the efficacy of therapeutic
mAbs by strengthening ADCC. Here we present in vitro and in vivo
evidence showing that BrHPP increases ADCC by  T cells in
association with RTX, ALZ, or TTZ, suggesting this new drug can
improve the bioactivity of current anticancer mAbs.
Methods
Reagents
The synthetic PAg bromohydrin pyrophosphate (BrHPP; IPH1101; Innate
Pharma, Marseilles, France) was used at 400 nM. Rituximab, trastuzumab
(Roche, Les Ulis, France), and alemtuzumab (Schering, Lille, France)
antibodies were used at 10 g/mL unless stated otherwise.
Cell culture and flow cytometry–based assays
All  T-lymphocyte and cancer-cell cultures were established and
maintained as previously described.28,29 Briefly, PAg-activated T lympho-
cytes (TCRV9  T cells  95%) were derived from the peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) of healthy subjects by culturing for
2 weeks in medium supplemented with 400 nM BrHPP and 300 IU/mL
rhIL2 at day 0 followed by IL2 renewal every 3 days. Cells were stained
with FITC-conjugated antibodies to CD5, CD19, CD20, CD52, and
TCRV9; PE-Cy7–conjugated anti-CD3; PE-Cy5–conjugated anti-CD27,
or with PE-conjugated antibodies to markers TCRV9, CD16, CD32, and
CD64 and isotype-matched control conjugates (Beckman-Coulter-Immuno-
tech, Marseille, France), or with PE-conjugated antibodies to CD45RA,
PE-Cy5–conjugated anti-CD107a and isotype-matched control conjugates
(BD Pharmingen, Le Pont-de-Claix, France). Staining of intracellular
phosphoproteins from gated TCRV9 lymphocytes (50 000-150 000 cells/
experiment) was carried out according to the supplier’s instructions using
both FITC-conjugated anti-TCRV9, Ax647-conjugated antiphospho-
ZAP70 (Y319), and PE-conjugated phospho-ERK1/2 (T202/Y204) antibod-
ies (BD Pharmingen). For IgG1 binding to CD16, 1.5  105 CD16
TCRV9  T cells per well were incubated with the specified concentra-
tions of trastuzumab and rituximab in PBS for 1 hour at 4°C, washed with
ice cold PBS containing 5% FCS, cross-linked with polyclonal goat
anti–human IgG (Sigma) in PBS containing 5% FCS for 10 minutes at 4°C,
and washed again. Cells were then stained for free CD16 by PC7-
conjugated anti-CD16 (clone 3G8, Beckman Coulter) at the cell surface of
CD3 TCRV9 lymphocytes. Cells were analyzed with an LSR-II flow
cytometer (Becton Dickinson) and Diva software (BD Biosciences, Moun-
tain View, CA). Results are shown as 10% probability contour plots with
outlier dots. Because  T lymphocytes capture membrane markers from
the cells they bind,28 the number of PKH67 fluorochrome (MESF)
molecules transferred from cells previously stained with this dye provided a
measure of  T-cell binding to cancer cell lines in various conditions. The
flow cytometry–based measure of T-cell binding (5  104 gated TCRV9
 cells per point) was calibrated using FITC-coupled Quantum beads
(Bang Laboratories, Fishers, IN) to convert the mean fluorescence intensi-
ties into the number of molecules of equivalent soluble MESF; the increase
from 0 to 60 minutes gave the transferred MESF data.30
Cytotoxicity
Cytotoxicity assays based on cell surface expression of CD107a by lytic 
T cells after 4-hour coincubation in the specified conditions have been
described elsewhere.28,30 Specific lysis by PAg-activated  T lymphocytes
involved standard 4-hour 51Cr release assays with the indicated effector:
target cell ratio. Cells were coincubated for 4 hours in the presence of RTX
alone (10 g/mL), of RTX-derived Fab’2 alone (10 g/mL, produced in our
laboratory), or of RTX (10 g/mL) plus 1 mM MgCl2 and 1.5 mM EGTA.
Data shown are means and SD from 3 independent experiments with
different donors.
Western blot analysis
Western blot analysis of  T cells (106 cells) for phospho-ERK1/2
(T202/Y204), ERK1/2, phosphoZAP70 (Y493), and ZAP70 (Cell Signal-
ing Technologies, St Quentin en Yvelines, France) were performed using
enhanced chemiluminescence detection as described.29
In vitro human B-cell depletion assays
A total of 2  107 PBMC from healthy donors (n  8, collected by
Etablissements Franc¸ais du Sang, Toulouse, France) or 4.5  107 PBMC
from untreated chronic lymphocytic leukemia (CLL) patients (n  8;
CD5CD20 cells  95%, obtained with patients’ written informed
consent in accordance with the Declaration of Helsinki, by Service
d’Hematologie, Hopital Purpan) were incubated in vitro in complete
medium supplemented with either RTX, PAg, or both as indicated, plus IL2
(15 ng/mL, renewed every 3 days) for CLL cells. B-cell counts in normal
PBMC were obtained from total cell counts and percentage of viable
CD19 lymphocytes in culture at 0 and 24 hours. The CD20 B-cell
depletion and TCRV9-cell amplification rates from CLL PBMCs were
based on total cell numbers of viable CD19 and TCRV9-cells,
respectively, in culture at days 0, 7, and 13. Statistical difference was based
on 1-tailed paired Student t test. IRB approval for these studies was
obtained from the Comite Ethique of Montpellier University.
B-cell depletion in macaques
Three groups of age and sex-matched cynomolgus macaques weighing 2.5
to 4.4 kg were treated weekly with intravenous RTX (5 mg/kg) for 3 weeks
(on days 0, 7, 14, and 21), a regimen that fully depletes B cells from the
macaque blood and partially depletes B cells from the lymph nodes.31
Animals from group 1 (n  4) received RTX alone; those from group 2
(n  4) received RTX plus 106 IU rhIL2 by subcutaneous injection
(Proleukin; Chiron; Novartis Vaccines and Diagnostics, Suresnes, France)
daily for 5 days over 8 weeks (on days 7-11, 28-32, and 49-53); and those
from group 3 (n  6) received RTX and rhIL2, as group 2 plus PAg
(50 mg/kg per dose, intravenous injection 30-minute infusions on days 7,
28, and 49). Animals were monitored daily for morbidity, body weight,
hematology, clinical chemistry, and RTX toxicokinetics. Plasma concentra-
tions of RTX were measured by sandwich ELISA as described.32 Blood
samples were withdrawn, and leucocytes were isolated, counted, and
analyzed by flow cytometry for CD3-PerCP/CD20-FITC/CD21-PE and
CD3-PerCP/V9-APC/CCR5-PE/CD69-FITC profiles. We found the hu-
man CD20 marker convenient for monitoring the macaque CD20 B-cell
rates. All monkeys were euthanized on day 62, and organs were collected
and weighed. Bone marrow and lymph nodes were processed for FACS
analysis at necropsy. Statistical differences were calculated from 1-tailed
Mann-Whitney tests. Animal care and handling were carried out at
MDS Pharma Services (St Germain sur l’Arbresle, France) in accor-
dance with standard guidelines, following a protocol approved by MDS
Pharma Services.
Statistics
The normality and variance of each sample series was evaluated before
statistical analysis by the specified tests, using 	  5% for significant
differences with Bonferroni correction whenever appropriate Briefly, the
1-tailed, paired Student t test was used for data shown in Figure 1D; 1-way
ANOVA on ranks and multiple comparison to control groups was used for
data shown in Figures 2, 3, and 5; and a 1-tailed Mann-Whitney rank sum
test was used for data shown in Figures 4 and 5. All statistical analyses were
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performed using Sigma Stat 3.0 (SPSS, Chicago, IL) and XL Stat 2008
(AddinSoft, Paris, France) software.
Results
Blood TCRV9  T lymphocytes are reactive to both PAg and
mAbs
The blood of healthy human adults typically harbors around 1% of
TCRV9  T lymphocytes, which comprise naive, central
memory, and effector memory cells as identified by their CD27 and
CD45RA phenotypes.24,25 In most donors, these lymphocytes
express low levels of the Fc receptor CD16 and do not express the
other IgG receptors CD32 and CD64 (a representative example is
shown in Figure 1A left). This phenotype suggested that ligands for
TCRV9 or CD16, such as PAg and RTX, respectively, might
activate circulating TCRV9  T lymphocytes. We examined
this possibility by purifying resting TCRV9 T lymphocytes
( 98%) from PBMCs, stimulating these cells in vitro with PAg
and cross-linked RTX, and looking for the appearance of phosphor-
ylated signaling proteins by flow cytometry analysis after labeling
for intracellular phosphoproteins (Figure 1B) and by Western
blotting of the protein extracts. The isolation procedure caused no
signaling activity, as shown by lack of phosphoZAP70 and
phosphoERK1/2 in the control cells. By contrast, within 5 minutes,
PAg alone triggered the appearance of both phosphoZAP70 (Y319)
and phosphoERK1/2 (T202/Y204) in the cells. Although stimula-
tion with RTX alone did not elicit signaling (data not shown), RTX
cross-linked with goat anti–human IgG to mimic physiologic
ligands induced both phosphoZAP70 and phosphoERK1/2 (T202/
Y204) in the cells. When added together, PAg and cross-linked
RTX enhanced the appearance of both phosphoZAP70 and phos-
phoERK1/2. Western blotting of the TCRV9 T-cell protein
extracts confirmed these findings and showed that a strong band of
phosphoERK1/2 appeared 60 minutes after stimulation with RTX
cross-linked with goat anti–human IgG (Figure S1, available on the
Blood website; see the Supplemental Materials link at the top of the
online article). Further experiments showed that PLC1, PKC, and
PI3K were also involved (data not shown), indicating that PAg and
cross-linked RTX induced intracellular signaling cascades that
were previously found to drive activation in  T lymphocytes23
and cytotoxicity in NK cells.33
These data suggested that PAg might potentiate the depletive
bioactivity of RTX. We tested this possibility by assaying for
autologous CD20 B-cell depletion from PBMCs in vitro. When
PBMCs from healthy donors were cultured for 24 hours in
Figure 1. Freshly isolated TCRV9 PBMCs are reactive to both PAg and
RTX. (A) Representative phenotypes of unactivated and PAg-activated TCRV9
T lymphocytes. (B) Flow cytometry of intracellular phosphoZAP70 and phos-
phoERK1/2 in gated TCRV9  T cells after stimulation with PAg and/or
cross-linked RTX (a representative experiment of 6 performed, GAH: goat anti–
human IgG). (C) Depletion of B cells from PBMCs of healthy subjects (n  8) upon
24 hours of treatment with PAg (400nM BrHPP) and/or RTX (10 g/mL) in vitro;
*P 
 .05 versus control and RTX versus RTXPAg by 1-way paired Student t test.
(D) Culture with PAg (400 nM BrHPP) for 7 and 13 days in medium containing
100 U/mL IL-2 amplifies the number of TCRV9  T lymphocytes in the PBMCs
of healthy subjects (n  10; bars: group means); *P 
 .05 versus day 0 by 1-way
paired t tests.
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complete medium with PAg alone (Figure 1C), no CD20 B-cell
depletion was observed, whereas culture with RTX alone
(10 g/mL) depleted, on average, 93% of CD20 B cells. Culture
with both PAg and RTX depleted significantly more than with RTX
alone (P  .05, n  8 donors): on average, 96% of CD20 B cells
were depleted. Together, these data confirm that circulating PBMCs
from most healthy subjects comprise few TCRV9 cells with a
low level of cell surface CD16, which are, nevertheless, reactive to
both PAg and human IgG.
When PBMCs from healthy donors were cultured for 7 to
13 days in IL2 culture medium with BrHPP, the TCRV9 T cells
proliferated strongly (mean expansion indices from n  10 donors:
35-fold by 7 days and 99-fold by 13 days; P  .05; Figure 1D).
These PAg-activated  cells acquired an effector memory pheno-
type (CD27CD45RA) with up-regulated expression of the Fc
receptors CD1623-25,34 and CD32, but not CD64 (Figure 1A right
shows a representative result from the same donor as for the freshly
isolated resting cells shown in Figure 1A left). RTX and TTZ IgG1
competed with anti-CD16 mAb (clone 3G8) for binding to the
TCRV9  T-cell surface accordingly (Figure S2). Thus, resting
TCRV9  T lymphocytes can bind human IgG and their
activation with BrHPP PAg increases further this ability.
PAg promotes TCRV9  T-cell binding to mAb target cells
These findings suggested that mAb-induced  T-cell binding to
cancer cells might be increased by PAg. We tested this using the
PKH67 transfer assay, which measures a cell contact-dependent
uptake of PKH67 tracker by conjugated lymphocytes.30,35,36 This
assay crucially reflects binding to live cancer cells because the
PKH67 transfer from live RAJI cells was abrogated when TCRV9
 T lymphocytes were coincubated with dead 7-AAD PKH67
cells (Figure S3). When incubated in vitro for 1 hour with live
PKH67 CD20 RAJI cells alone, TCRV9 cells captured
22 504 MESF (Figure 2A), showing that  cells bind spontane-
ously to this Burkitt lymphoma cell line, as already reported.26,36
This binding was increased in the presence of either the CD20-
specific mAb RTX (10 g/mL) or PAg (BrHPP; 400 nM) but not
with the unrelated Her2/Neu-specific mAb TTZ (either alone or
with PAg). Binding was enhanced even more, however, in the
presence of both RTX and PAg. A representative experiment of
more than 5 experiments with RAJI cells is shown in Figure 2A and
composite data with  T cells from various healthy donors, and
the CD20 B-cell lymphoma cell lines RL and KARPAS-422
(follicular lymphomas), NCEB1, and ES-MOULT (mantle cell
lymphomas) are shown in Figure 2B. Although the same  cells
were less prone to bind spontaneously to the Her2/Neu mammary
carcinoma cell line MCF7, this binding was increased with both
TTZ and PAg but not with RTX and Ag (Figure S4). Consistent
with these findings,  cell binding to the CD20CD52 cell line
GRANTA was increased by either PAg plus RTX or by PAg plus
the CD52-specific mAb ALZ (Figure 2C). Altogether, these data
confirm that mAb-induced TCRV9  T-cell binding to cancer
cells is enhanced by the PAg BrHPP.
PAg increases RTX-induced ADCC by TCRV9 
T lymphocytes
We next examined the effect of PAg and RTX on ADCC mediated
by  T cells. PAg-activated TCRV9  T cells were obtained
from PBMCs cultured with PAg in IL2 culture medium for 13 days
(Figure 1) then coincubated in vitro for 4 hours with a panel of
CD20 B-lymphoma cell targets. Exocytosis of cytolytic granules,
indicating cytolytic T-cell activity, was assessed by immunofluores-
cent staining of the cell surface for TCRV9 and a marker of
cytolytic granules, CD107a, and flow cytometry to determine the
proportion of cells expressing the 2 antigens. Upon coincubation
with the lymphoma cells alone, few TCRV9  T cells had cell
surface CD107a (Figure 3A). Upon coincubation in the presence of
RTX or PAg alone, somewhat more cells had the CD107a marker
on their surface, but the proportion of CD107a TCRV9 
T lymphocytes was highest in the presence of both RTX and PAg
together with any of the lymphoma cell targets in the panel.
In these conditions, 51Cr-release assays showed that RTX alone
(10, 50, or 100 g/mL) killed none of the 6 CD20 lymphoma cell
lines (Figure 3B). By contrast, the PAg-activated TCRV9 
T cells alone efficiently killed 2 of them (GRANTA and DAUDI),
in line with DAUDI cell sensitivity to  T cell–mediated lysis.37
These lytic activities were not enhanced by addition of RTX. In the
cases of the 4 other CD20 lymphoma cell lines, however, the
Figure 2. BrHPP plus mAbs optimize binding of 
T lymphocytes to cancer cells in vitro. (A) Represen-
tative experiment showing  T-cell binding to
CD20HER2/Neu RAJI cells in various conditions.
BrHPP (400 nM), TTZ (20 g/mL), and RTX (10 g/mL)
were added to cells as indicated. Cell binding (acquired
MESF) was obtained by subtracting the value at 0 min-
utes from that at 60 minutes. (B) Binding to CD20 B-cell
lymphoma cell lines by TCRV9  cells from different
subjects in the specified conditions. The data are means
and 1 SD from n  3-8 different donors; nt, not tested;
*P 
 .05 for significant difference of the BrHPPRTX
group to the other groups by 1-way ANOVA on ranks and
multiple comparison. (C) Representative TCRV9  cell
binding to the CD20CD52 mantle cell lymphoma cell
line GRANTA in the various conditions described in panel
B, including anti-CD52 ALZ (10 g/mL).
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combination of mAb with PAg-activated  T-cell effectors
significantly enhanced cell killing compared with mAb or PAg
alone (P 
 .05, n  3-8 experiments each with different PBMC
donors). As illustrated with RL cells, the specific lysis mediated by
the combination of PAg-activated  T cells with RTX resulted
from perforin-mediated ADCC (Figure 3C): replacing RTX with its
Fab2 fragment or adding inhibitors of vesicular transport (MgCl2/
EGTA)38 to the medium abrogated cell lysis, indicating that the
cells were killed by ADCC. Similarly, in the presence of ALZ,
PAg-activated  T cells mediated ADCC of the CD52 lymphoma
cell line RL, and, in the presence of TTZ, PAg-activated  T cells
mediated ADCC of the HER2/Neu breast carcinoma cell line
SKBR3 (Figure 3D,E). Collectively, these data show that the
ADCC of allogeneic cancer cell lines can be optimized by
treatment with a combination of the appropriate mAb and PAg-
activated TCRV9 lymphocytes from healthy subjects.
PAg increases the ADCC of CLL cells by autologous 
T lymphocytes and RTX
PBMCs from patients with B-cell CLL comprise both TCR V9 
T-cell effectors and malignant CD20 B-cell targets, so they
provide a useful model with which to assess depletion of autolo-
gous, malignant B cells by RTX and PAg. When autologous
Figure 3. BrHPP plus mAbs increase TCRV9  T-cell–mediated ADCC. (A) The percentage of CD107a cells in total TCRV9 lymphocytes u pon 4-hour incubation with
various CD20 B-cell lymphomas in the specified conditions. (B) ADCC of various CD20 lymphoma cells by RTX and BrHPP-activated  T cells. Tumor cell lysis by RTX
alone (100, 50, and 10 g/mL): ; PAg-activated  T cells alone (E/T ratio 30:1, 10:1, and 1:1): o; RTX (10 g/mL) plus PAg-activated  T cells (E/T ratio 30:1, 10:1, and
1:1): ; data show means SD from 3 to 8 experiments, each with different donor. (C) Specific lysis of CD20 RL cells by RTX and PAg-activated  T lymphocytes results
from ADCC (means  1 SD from 3 experiments each with a different donor. (D) ADCC of CD52 RL cells with ALZ plus PAg-activated  T cells, as in panel C. (E) ADCC of
HER2 SKBR3 mammary carcinoma cells with TTZ plus PAg-activated  T cells, as in panel C. P 
 .05 by Mann-Whitney rank sum tests.
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CD20 B-cell depletion was tested as previously (Figure 1C) with
whole PBMCs from CLL patients (n  8; CD19 CD20
cells  98%); however, no significant depletion was produced by
either of RTX, PAg, or both (Figure 4A). In addition, spontaneous
apoptosis of the CLL cells was very rare for up to 13 days of in
vitro culture, consistent with the known resistance of CLL cells to
RTX-induced apoptosis39 and their ability to escape T-cell bind-
ing.40 Because such culture conditions did not activate any
TCRV9  T-cell proliferation (Figure 4A), we reasoned that
insufficient  T cell–mediated ADCC might be involved. We thus
attempted to expand TCRV9  T lymphocytes from CLL
patient PBMCs to further assess their ADCC of autologous CLL
B-cell targets induced by RTX.
In vitro culture of PBMCs from normal donors with BrHPP and
IL2 increases both numbers and ADCC function of TCRV9 
T lymphocytes (Figures 1-3). Likewise, after activation with PAg
and 13 days in IL2 culture medium, the PBMCs from CLL patients
showed significant TCRV9  T-cell proliferations (P 
 .05,
n  8; Figure 4B) that matched those of PBMCs from healthy
subjects under the same conditions (Figure 1D).
The ADCC of autologous CLL cells mediated by these PAg-
activated TCRV9  T lymphocytes was then tested by assaying
Figure 4. Depletion of autologous B cells in vitro from PBMCs of CLL patients. (A) The percentage of B cells () and TCRV9  T cells ( ) remaining in the PBMCs of
CLL patients (mean  SD, n  8) after 1, 7, and 13 days culture in medium supplemented with PAg and therapeutic mAbs, as indicated. Data are means plus or minus SD; NS:
no significant change as compared with day 0, Mann-Whitney tests with 	  5%. (B) Amplification of TCRV9  T cells from PBMCs of the same CLL patients as in panel A
after 13 days culture in medium supplemented with IL2 and the specified reagent; *P 
 .05 versus “control IL2 medium” by 1-way paired t tests. (C) Cytotoxic degranulation by
TCRV9  T cells (amplified from patient CLL017 as specified) in response to 4-hour incubation with autologous PBMCs and PAg, as indicated. (D) 51Cr-release assays for
specific lysis of target cells (autologous PBMCs or allogeneic MEC2 CLL, as specified) by CLL patients’ PBMCs that were either untreated or activated by 13 days’ culture with
BrHPP and IL2 as specified. Data are means of triplicates from 1 of 3 experiments. (E,F) Same experiments as in panels C and D with RTX-treated CLL target cells.
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exocytosis of cytolytic granules from ADCC effector cells and
51Cr-release from dying, autologous target cells after 4 hours of
coincubation. The PAg-activated TCRV9 cells from CLL pa-
tients had potential for cytolytic activity, as demonstrated for
example by secondary restimulation with BrHPP, but in absence of
RTX, they neither secreted lytic granules (Figure 4C) nor killed
autologous CLL cells (Figure 4D). By contrast, when coincubated
with RTX-treated autologous CLL cells, the PAg-activated
TCRV9 cells from CLL patients secreted lytic granules (Figure
4E) and efficiently killed autologous CLL cells (Figure 4F),
although these CLL cell lines were resistant to RTX in such
conditions (Figure S5). In control experiments, whole untreated
CLL PBMC were able to kill the allogeneic MEC-2 CLL cell line
but marginally lysed the autologous CLL targets with or without
RTX. Together, these results indicated that although CLL is almost
refractory to RTX-induced depletion of autologous malignant
B cells, adequate combinations with PAg-driven cytolytic 
T lymphocytes are able to reconstitute the ADCC bioactivity of
RTX in unfavorable malignant conditions.
A regimen of BrHPP and IL2 enhances RTX bioactivity in
cynomolgus macaques
The cynomolgus macaque monkey (Macacca fascicularis) is a
useful model with which to assess autologous depletion of normal
B cells by RTX together with  T-cell activation by PAg and IL2,
as this macaque species responds as humans do to these com-
pounds.15,41 We treated 3 groups of age- and sex-matched cynomol-
gus macaques with RTX alone (group 1, n  4), with RTX and IL2
(group 2, n  4), or with RTX, PAg and IL2 (group 3, n  6)
following the schedule indicated in Figure 5A. Blood samples were
collected at intervals throughout the schedule for analysis of B cells
(using the marker for human CD20) and TCRV9 T cells by flow
cytometry. Before the experiment, TCRV9  T cells comprised
1% to 5% of the peripheral blood leukocytes. In the group
3 animals, the circulating TCRV9 T-cell population expanded
significantly for approximately 10 days after each PAg injection,
whereas no change in these cells was detected in the other groups
(Figure 5A). By day 60, as expected,15 the level of blood TCRV9
cells had returned to baseline in all 3 groups, and very similar
levels of TCRV9  T-cell infiltrates were found in the bone
marrow and lymph nodes of animals in the 3 groups at necropsy
(on day 62; Figure 5A).
Before therapy, the circulating CD20 B cells in cynomolgus
macaques comprised, on average, 17% of the peripheral blood
leukocytes (range 8%-23%), as described.41 Within 24 hours after
the first RTX treatment, all the CD20 B cells were cleared from
the peripheral blood of the animals in all 3 groups (Figure 5B). No
circulating CD20 B cells were detected for 8 days in all animals
from groups 1 and 2 and for 15 days in group 3 animals. Groups 1,
2, and 3 took 18, 15, and 34 days, respectively, to reconstitute 10%
of their initial CD20 B-cell blood count; by day 40, the circulating
CD20 B-cell range was 0.4% to 14% of PBMCs in groups 1 and 2
and 0.2% to 6% in group 3. Upon necropsy, the mean levels of
CD20 B cells of the animals in groups 1, 2, and 3 were,
respectively, 13%, 9%, and 7% of leukocytes in bone marrow and
11%, 9%, and 6% of leukocytes in lymph nodes (Figure 5B). Thus,
PAg increased the bioactivity of RTX in macaques. Consistent with
these findings, after 20 days, a higher concentration of free RTX
was detected in the sera of macaques from group 3 than from the
animals in groups 1 and 2 (Figure 5C), suggesting that the PAg
regimen also improved the pharmacokinetics of RTX, possibly by
reducing the circulating target cells and any antibodies against the
RTX that they might produce.
Discussion
We show here that the bioactivity of the therapeutic mAb RTX is
improved by association with the PAg BrHPP. Our data indicate
that this improvement is due to the optimization of 2 steps in the
mechanism leading to target cell cytolysis. The first step is binding
of effector T cells to the target tumor cells to form an immunologic
synapse—a process that is fundamental for antitumor immunity.
CLL cells are able to inhibit the formation of immunologic
synapses with normal T lymphocytes,40 and several hematopoietic
and nonhematopoietic tumor cell lines show impaired binding by
normal allogeneic T lymphocytes,26 thus providing a route for
tumor cells to escape immune cell recognition.42,43 The broadly
effective anticancer drug lenalidomide appears to target this
binding dysfunction in CLL.40 Hence, promoting the formation of
immunologic synapses between effector cells and tumor cells has
great potential for cancer immunotherapy. We demonstrate that
BrHPP enhances  T-cell binding to various tumor cells coated
with any one of the 3 therapeutic mAbs we tested: RTX, ALZ, and
TTZ. The second step is activation of intracellular signaling
cascades leading to exocytosis of lytic granules and tumor cell
ADCC. We show that BrHPP and RTX activate multiple signaling
cascades in  T lymphocytes, leading to increased secretion of
lytic granules and ADCC of target cells. Thus, increasing the rates
of circulating  T lymphocytes able to mediate ADCC in cancer
patients might prove useful for therapeutic purposes. As a proof of
concept, in healthy macaques, this therapeutic regimen with BrHPP
triggered proliferation of peripheral  T lymphocytes, providing
waves of FcR effector cells able to mediate ADCC in the
presence of the depleting antibody.
The outcome of activating cytolytic TCRV9  T lympho-
cytes with PAg and RTX is enhanced depletion of target cells,
demonstrated here for both normal and malignant B cells in vitro
and in vivo. The lack of B-cell depletion from CLL patients’
PBMCs in culture was not surprising, however, as the treatment of
this disease usually requires combined chemo-immunotherapy
regimens.44,45 In addition, the onset of CLL disease is associated
with impaired CLL cell binding40 and a deficit of CLL-specific
immunity involving inhibitory cytokines and regulatory T cells.46,47
Our data indicate that BrHPP expands the pool of cytolytic 
T cells in PBMCs from CLL patients as well as from healthy
subjects. In association with RTX, BrHPP triggers CLL cell lysis.
Thus, despite the defective immunity of CLL patients, these in vitro
data suggest that the combined PAg and RTX regimen might give
better clinical responses in patients with CD20 B-cell malignan-
cies. This view is supported by the strong B-cell depletion observed
in healthy macaques, in which  T-cell activation was combined
with the RTX treatment, with no evidence of toxicity. In addition,
this strategy is not restricted to RTX treatment of B-cell tumors,
because PAg and the other therapeutic mAbs we tested, ALZ and
TTZ, also improved depletion of CD52 and HER2/Neu tumor
cells, respectively.
These conclusions are supported by recent in vitro data with
combinations of RTX or TTZ and zoledronate,27 a bisphosphonate
drug developed for preventing skeletal fractures. Zoledronate is a
potent and highly selective inhibitor of farnesyl diphosphate
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synthase from the mevalonate pathway in mammalian peroxi-
somes. Although not a phosphoantigen itself, zoledronate up-
regulates the level of endogenous PAg metabolites in treated cells,
which further activate  T cells.48,49 The immunostimulation
patterns of BrHPP and zoledronate are different yet ultimately
involve the same TCRV9  T lymphocytes. The bisphophonate
targets most human cells, it accumulates in bone, and its serum
half-life is around a week. Its bioactivity requires cell internaliza-
tion, it is statin-sensitive, and it produces long-lasting PAg accumu-
lation in treated cells. BrHPP, by contrast, only targets TCRV9
 T lymphocytes, does not accumulate in human tissues, and its
serum half-life is around 5 minutes. Its bioactivity is statin-
independent, it does not require processing or cell internalization,
and it triggers immediate immunologic responses.11 Future thera-
peutic protocols might take advantage of these contrasting features
in  T cell–based approaches.
The treatment of B-cell lymphoma and Her2/Neu breast
tumors has benefited considerably from the use of therapeutic
mAbs, either alone or in combination with standard chemotherapy.
Frequent relapses, however, demonstrate that the bioactivity of
these mAbs is still suboptimal. Potentiating the cytotoxicity
induced by anticancer mAbs can be achieved not only by direct
Figure 5. B-cell depletion in macaques is enhanced by treatment with RTX, PAg, and IL2. Age- and sex-matched cynomolgus macaques received intravenous RTX alone
(group 1; n  4; empty circles and bars), RTX and IL2 (group 2; n  4; gray circles and bars) or RTX, PAg, and IL2 (group 3; n  6; black circles and bars) at the intervals
specified on the graphs. Data shown are group means for blood (graphs, left) and group means  SEM for bone marrow and lymph nodes (histograms, right) showing the
percentage of cells that were TCRV9 cells (A) and CD20 B cells (B). (C) Group means for serum concentrations of RTX; *P 
 .05 by 1-tailed Mann-Whitney tests.
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engineering of these drugs but also by strategies that target the
downstream cytolytic effector cells. The recruitment of Fc
receptor-dependent functions appears well suited in this regard,
because FcR-expressing  T cells can be amplified and fine-
tuned for stronger cytolytic activity. Given the ease of  T-cell
amplification and cytolytic activation in patients, our results are a
major milestone toward improving immunotherapies based on
monoclonal antibodies. Combining PAg and a depleting mAb
might prove useful for a variety of malignant and autoimmune
diseases requiring targeted cell depletion. In patients with non-
Hodgkin follicular lymphoma, the response rates correlate strongly
with the plasma levels of RTX and with ADCC.9,50 Thus, enhancing
the efficacy of RTX treatment by its combination with BrHPP has
considerable therapeutic potential, most especially for patients that
FcR alleles impair ADCC. On this premise, we recently initiated a
clinical trial for relapsing follicular lymphoma patients with RTX,
BrHPP, and IL2 as a combination regimen. Further investigation
will determine the efficacy of this new therapeutic strategy.
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Summary 
 The development of therapeutic monoclonal antibodies (mAbs) has revolutionized the treatment of 
cancer along the last ten years. The best examples of their therapeutic efficacies have been obtained with 
rituximab for the treatment of CD20+ B-cell Non-Hodgkin Lymphoma (B-NHL), and several others 
antibodies with optimized bioactivities are now being developed for the treatment of various malignant 
hemopathies. We review here the main drugs developed in this field, and present some emerging concepts able 
to improve the bioactivities of the next generation of therapeutic mAbs. 
 
Introduction 
Along the last ten years, monoclonal antibodies (mAbs) have revolutionized the treatment of cancer. 
This peculiar class of anticancer drugs has successfully demonstrated the efficacy of targeted therapies, most 
notably in the treatment of haematological malignancies. Clearcut therapeutic success were obtained with the 
anti-CD20 rituximab for  CD20+ NHL and since then allowed more than 500,000 patients worldwide to benefit 
this drug [1-3]. The anti-CD52 alemtuzumab (Campath-1H) has proven efficacy in B-Chronic Lymphocytic 
Leukemia (CLL)[4], the anti-CD33 gemtuzimab-ozogamicin is useful for treating acute promyelocytic 
leukemia, and other new mAbs are now emerging for these diseases. In addition, radio-immuno-conjugates 
such as ibritumomab tiuxetan (Zevalin) and 131I-tositumomab(Bexxar, which comprises both radiolabeled and 
unconjugated tositumomab). Several hundreds of new mAbs are now in clinical development. As a therapeutic 
class, these new drugs will represent by 2010 about 40% of the global biodrug market (42 billion US$), and will 
show the greatest growth rate in the pharmaceutical industry for the next decade. Of the rapidly expanding list 
of mAbs currently in clinical trials, one might have predicted that this therapeutic class would completely 
dominate the list of approved anticancer drugs. But on the 2009 market however, there are only 29 of these 
reagents, they comprise 5 murine, 5 chimeric, 12 humanized and 4 fully human mAbs 
 (see: http://www.imgt.org/textes/IMGTrepertoire/GenesClinical/monoclonalantibodies}.  
Furthermore, they only target a handful of specificities addressing malignant hemopathies (Table 1).  
 
Table 1: Representative monoclonal antibodies for treatment of haematological malignancies 
 
Monoclonal antibody Isotype Antigen Trade name Target disease 
Rituximab IgG1 CD20  Rituxan NHL 
Apolizumab IgG1 HLA-DR Remitogen NHL, CLL 
Epratuzumab IgG1 CD22 LymphoCide NHL, B-ALL 
Gemtuzumab ozogamicin IgG4 CD33  Mylotarg AML 
Alemtuzumab IgG1 CD52   Campath CLL 
Ibritumomab tiuxetan IgG1 CD20 Zevalin NHL 
Tositumomab IgG2a CD20 Bexxar NHL 
Lumiliximab IgG1 CD23  CLL 
Ofatumumab IgG1 CD20 Arzerra Refractory CLL 
Lintuzumab IgG1 CD33 HuM195 AML 
1-7F9 IgG4 NKIR Kiromab AML, MM, Sézary 
Inotuzumab ozogamicin IgG4 CD22 CMC-544 NHL, CLL 
Iratumumab IgG1 CD30 MDX060 Hodgkin’s L, ALCL 
Veltuzumab IgG2a CD20 IMMUNO106 NHL, CLL 
Ocrelizumab IgG1 CD20 rhumAb Refractory NHL,CLL 
Siplizumab IgG1 CD2 MEDI-507 T-cell leukemia 
Zanolimumab IgG1 CD4 HuMax-CD4 Sezary,CTCL,T -lymphoma 
Daclizumab IgG1 CD25 Zenapax HLTV-I+ ATL 
 
Regardless of the survival advantage conferred by therapeutic mAbs however, most of the patients 
with hematological malignancies ultimately relapse with tumors developing therapeutic resistance and die of 
their disease. There are many reasons, essentially related to the natural defences of malignant cells, accounting 
for why such antibodies progressively become inefficient. The emergence of immune-escape tumor cell 
variants is a frequent outcome of the Darwinian selection driven by these cytolytic drugs. Altogether, antigen-
loss, antibody pharmacokinetics, pharmacodynamy, on-target and off-target side-effects as well as post-
opsonization cytolysis might also contribute to cancer immunoevasion and the yet insufficient patient benefit.  
Since considerable research efforts have provided us with better knowledge on the molecular basis by which 
these pejorative processes operate however, new options are now envisaged to improve the therapeutic efficacy 
of mAbs in onco-hematology. 
 
Progressive optimization of therapeutic monoclonal antibodies 
 
Figure 1: successive generations of 
therapeutic monoclonal antibodies. The murine 
sequences (red) from the mAb structure have been 
progressively replaced by human sequences (grey). The 
generic names indicate the type of  structure as follows:  
“omab”: fully murine IgG, “ximab” : chimeric IgG, “zumab” 
: humanized IgG, “mumab” fully human IgG.  
The concept of magic bullet is not a new one indeed, the “magic bullet that selectively targets disease” 
was envisioned in 1908 by Paul Ehrlich[5], but remained almost devoid of application for almost a century. 
The advent of therapeutic mAbs resulted from a suite of technological developments based on the 
fundamental invention of the mAb-producing hybridoma technology by Kohler and Milstein in 1975[6]. This 
provided researchers with immunoglobulins capable of highly specific associations with their targeted 
antigens, but effective mAb-based therapeutics for the treatment of cancer have proven more difficult to 
produce than originally envisioned. Owing to their murine origins, the first generation of mAbs evaluated in 
the clinic was limited by their poor ability to recruit immune effectors in humans and their intrinsic 
immunogenicity (induction of human anti-mouse 
antibodies, HAMA)[7]. These pitfalls were progressively 
overcome by the generation of chimeric and humanized 
mAbs that contain human Fc domains and keep the 
genuine targeting specificity by incorporating parts of the 
murine variable regions. This was accomplished by 
engrafting either the entire murine V segments (chimeric 
antibodies) or their complementarity-determining 
regions in the human IgG framework (humanized 
antibodies). Finally, the transition to fully human IgG was 
obtained by immunizing mice transgenic for whole 
human Ig locus (Fig. 1) (see [8]for review). 
 Among the various Ig isotypes, most of therapeutic mAbs with human backbones are now of the 
IgG1 isotype which optimally mediates Fc domain–based functions, such as antibody-dependent cellular 
cytotoxicity (ADCC) and complement fixation. Other isotypes, such as human IgG2 or IgG4, have been used 
when the mAb was designed to act only by antigen-binding properties, as exemplified by the anti–VLA4 
natalizumab[9] and anti-C5 eculizumab[10]. Further modifications to create mAbs with more human 
characteristics have attenuated the foreign nature of these proteins and allowed them to efficiently interact 
with the Fc receptors expressed on immune effector cells. More recently, the IgG1 Fc-Asn297 N-
glycoconjugate was delineated as the specific Fc R3A-interacting ligand which induces ADCC (Fig. 2). This 
oligosaccharide was therefore modified, mostly by defucosylation, such as to increase ADCC efficacy[11, 12]. 
This approach was developped by Glycomab (Roche-Glycart, see: http://www.glycart.com), EMABling (LFB, 
see: http://www.lfb.fr), Potelligent (Kyowa/Biowa, see: http://www.potelligent.com) to produce the currently 
emerging generation of therapeutic mAbs with optimized ADCC [13]. Since the glycosylated mAb-secreting 
cells are currently based on either of CHO, NSO, SP2/0 or hybridoma cell cultures yielding about tens of mAb 
picogram per cell per day, the industrial bioproduction of mAbs requires large bioreactors of up to 15,000 
liters to fulfil the average of yearly worldwide needs, estimated to around a ton for most mAbs [14]. 
 
Figure 2 : The anti-CD20 chimeric IgG1rituximab. Coloured regions indicate the light chains (dark grey) and heavy chains 
(light grey). The CD20-complementarity-determining regions from both chains are shown in the corresponding yellow colours. The 
Asn297 N-glycoconjugate is shown as white balls, while heavy chain aminoacid residues possibly involved in interactions with Fc R are 
featured in light blue, those interacting with C1q are shown in red and the FcRn-binding residues are shown in pink. The IgG isotype 
determines the efficacy of therapeutic mAbs for two main reasons. First, the IgG half-lives in the blood are significantly different 
according to the isotype, with approximately 21 days for IgG1, IgG2 and IgG4, versus approximately 7 days for IgG3. Second, their 
bioactivity may comprise and cumulate any of the four distinct mechanisms according to the isotype, since human IgG subclasses have 
distinct capabilities to activate the classical complement pathway and to bind Fcγ-receptors (see text).   
 
Molecular bioactivity of therapeutic monoclonal antibodies 
The bioactivity of therapeutic mAbs encompasses four distinct and complementary mechanisms of 
bioactivity (reviewed in [15, 16]). These comprise: i) direct binding to the targeted antigen, which induces 
various intracellular signalling and responses of the target cell, ii), complement-dependent cytotoxicity (CDC), 
iii) phagocytosis and iv) antibody-dependent cell cytotoxicity (ADCC) by cells releasing cytolytic molecules 
(Fig. 3).  
 
 
 
Figure 3: Mechanisms of therapeutic antibody bioactivity. The binding of a mAb to a tumor cell mass may induce 
one or several of the following bioactivities according to the IgG isotype. Antigen blockade is a primary mode of action, to 
which other bioactivities may superimpose according to the IgG isotype. IgG1and IgG3 can activate the classical 
complement pathway and interact with Fcγ receptors more potently than IgG2 or IgG4. In addition, this latter cannot 
activate the classical complement pathway. The other mechanisms involve complement-mediated cytotoxicity (CDC), 
phagocytosis and ADCC (see below). 
 
1-Direct consequences of antigen blockade. MAb-induced blockade of the targeted antigen is able to 
trigger/interfere/antagonize several distinct intracellular signalling according to the antigen and the tumor cell 
type. Typically, this may comprise antagonism on a targeted receptor (e.g. ERB2 blockade by trastuzumab), 
induction of anti-proliferative responses, delivery of pro-apoptotic signalling, induction of cytostatic signals, 
perturbation of intracellular homeostatic signalling. Selective induction of tumor target cell death may 
conveniently be achieved by targeting the extrinsic apoptotic pathway death receptors by agonistic 
monoclonal antibodies to TRAIL-R1 (mapatumumab) and TRAIL-R2 (lexatumumab) in solid tumors as well 
as in haematological malignancies [17-20]. The direct effect of MAb/antigen binding was firstly characterized 
with the anti-CD20 rituximab, which induces inter alia the direct apoptosis of some –but not all- CD20+ B-cell 
lymphomas, and/or sensitizes these latter to chemotherapeutic regimens. The function(s) of the CD20 
molecule comprise at least Ca++ channel activity. Accordingly, CD20 binding by rituximab alters intracellular 
Ca++ fluxes and triggers a cytostatic or pro-apoptotic cascade in different lymphoma cell lines. This binding 
also recruits in the targeted cell membrane an acidic sphingomyelinase which enzymatic activity releases 
ceramide. This lipid mediator triggers a pro-apoptotic cascade and inhibits the constitutive signalling of 
Syk/PKC /mTOR/P70S6K in targeted NHL cells [21, 22]. In diffuse large B cell lymphoma (DLBCL), the 
binding of rituximab inhibits the MAK/NF B module and anti-apoptotic Bcl-2 [23]. We recently demonstrated 
that rituximab binding to CD20 redistributes this marker in membrane rafts, but also blocks the recruitment 
of the B-cell receptor (BCR) in the rafts, thereby inhibiting its signalling from the NHL cell surface [24]. 
Another example of tumor cell pathways down-modulated by a therapeutic mAb is provided by epratuzumab, 
which is used for treating B-NHL. This antibody targets cell surface CD22, a negative regulator of mitogenic 
signaling in B-cells, which internalization is able to recruit the SHP-1 phosphatase [25]. By this activity, 
epratuzumab dampens the chronic hyperactivation of the targeted NHL cells [26, 27].  
 
2-Complement-dependent cytotoxicity (CDC): by interacting with the constant region of the mAb 
(Fig.2), t
3-Phagocytosis. Tumor cell antigens coated by any molecular aggregate (opsonins) stimulate their 
engulme
he complement factor C1q activates a proteolytic cascade of the classical complement pathway which 
forms a membrane-attack complex (MAC) lysing the target cells. Of note, the C3b generated during this 
reaction also facilitates complement-dependent cell-mediated cytotoxicity (CDCC), a reaction of phagocytosis 
and cytolysis triggered by the C3b binding to the C3bR expressed by macrophages and NK cells. IgG1 and 
IgG3 are both very effective and more potent than IgG2 at activating CDC, whereas IgG4 cannot activate it, 
making CDC a major mechanism of bioactivity by most therapeutic mAbs. In the CDC cascade, the formation 
of antigen-antibody complexes on a tumor cell clusters multiple binding sites for C1q in close proximity on 
the CH2 domains of participating IgG molecules. These C1q-binding sites convert the previously low-affinity 
C1q−IgG interaction to a high avidity binding site which triggers with a series of other complement proteins a 
proteolytic cascade releasing the effector-cell chemotactic/activating agents C3a and C5a. The complement 
cascade finally assembles membrane attack complexes which create cell membrane pores that facilitate 
diffusion of water and metabolites [28]. Normal cells need to express the complement regulatory proteins 
CD46, CD55 and CD59 to avoid their own attack by complement. Unfortunately, expression of these 
complement-regulatory proteins is often deregulated in tumors, and these are frequently showing at the same 
time loss of one or more inhibitors and overexpression of the others [29, 30]. The contribution of CDC to 
immune mechanisms underlying therapeutic mAb bioactivity and the role of complement factors as an 
effector mechanism are still debated[31, 32]. On the one hand, the mAb surface density on target cells might 
suffice to induce CDC. On the other hand however, rituximab aggregates with CD20 in membrane rafts bind 
efficiently to C1q and C3b which activates CDC [33]. Along this line, both complement depletion and C1q-
deficient mice showed reduced or abolished efficacy of rituximab in murine lymphoma models [34]. In 
addition, during the complement activation cascade, C3b generation triggers phagocytosis and cellular lysis 
through the engagement with C3b-receptor macrophages, NK cells and polymorphonuclear leukocytes. Other 
activated complement factors such as CD3a and C5a might also facilitate inflammatory responses to efficiently 
eliminate tumour cells. The second generation of anti-CD20 ofatumumab is potentiated in both CDC, as well 
as for ADCC[35].  
nt upon phagocytosis by macrophages or neutrophils. Opsonins may comprise IgG  but also 
components of the complement factors (C1q, C3b, iC3b, C4b) coated on target cell membranes. By interacting 
with receptors for Ig or complement on the immune cells, the coated tumor cells trigger distinct phagocytic 
activities. MAb/Fc R-induced phagocytosis initiates a Cdc42/Rac-mediated pro-inflammatory cascade, 
whereas phagocytosis of complement-opsonized targets, induced by the CR3/ C3bi interaction, has a different 
process and outcome. Upon binding of mAb-coated tumor cells through their Fc  receptors the phagocytes are 
immediately activated, ingest the targeted cancer cell and drive it to lysosomes where the cell is eliminated [36-
40]. In DC, but not in other cell types however, Fc R-mediated transport leads internalized antigens to the 
cytosol, where moderate degradation by the proteasome produces peptides that are further translocated into 
the lumen of the ER, loaded on MHC class I molecules and recycled by cross-priming as cell surface antigens 
presented to CD8 T lymphocytes. Thus mAbs targeting tumoral antigens to Fc R thus increase considerably 
the antigen cross-presentation, an essential starter to adaptive immunity [41-43]. So, mAb-induced 
phagocytosis is essential, not only for tumoral clearance, but also to establish long-lasting (adaptive) anti-
cancer immunity. Fc Rs can be functionally considered as antigen receptors since most Fc Rs do not bind IgG, 
unless these latter are aggregated by multivalent antigens trapped as immune complexes. Thus, activatory 
receptors Fc R2 (CD32) and Fc R3 (CD16) bind monomeric IgG quite inefficiently, but bind immune 
complexes with very high affinity. Fc RI (CD64), in contrast, binds monomeric IgG with high affinity, but, 
like high affinity receptors for IgE, it does not signal unless IgGs are cross-linked by their specific polymeric 
ligands. Furthermore, these phagocytic cells may also express the Fc R2B which, upon binding to the same 
aggregates, may deliver inhibitory intracellular signalling able to block the phagocytosis. Human tumor 
therapy with trastuzumab or rituximab in xenogeneic mouse models requires activatory Fc Rs and was 
regulated by inhibitory Fc R2B [44]. Rituximab treatment of B-CLL and mantle cell lymphoma also triggers 
removal of a minor proportion of the CD20 antigen from the targeted cancer cell surface, through a trogocytic 
process referred to as “shaving”by mAb-activated macrophages. This reaction was also detected in other 
tumor models treated with various mAbs, and could possibly contribute to accelerate emergence of tumor 
escape cell variants [45-48].  
4-Antibody dependent cell cytotoxicity (ADCC). ADCC is the attack of an antibody-coated target cell 
by an F
ncology has been 
initially 
c R+ cytolytic lymphocyte releasing lytic granules to the targeted cell. The human genome encodes 
several families of Fc receptors, and specific lymphoid cell populations characteristically express only some of 
them. For example, neutrophils commonly express human Fc RI (CD64), Fc RII (CD32) and the B (lipid-
anchored) isoform of Fc RIII (CD16). By contrast, some cytotoxic lymphoid cell types expressing perforin 
granules (NK,    T and CD8    T) and only the A isoform of CD16 (Fc RIIIA) are potent mediators of ADCC 
and able to kill mAb-targeted tumor cells. The transmembrane Fc RIIIA structure facilitates recruitment of 
adaptor proteins and activation of natural killer cells by antibody engagement of CD16. Within seconds upon 
IgG1 binding to CD16 dimers, the lytic synapses of killer lymphocytes focalise massive releases of cytolytic 
perforin granules to tumor cell targets which die ~5 minutes later (Fig. 3). In addition, most cells mediating 
ADCC not only need IgG-coated target cells to activate ADCC, but they also involve killer inhibitory receptors 
(KIR) for self HLA class I molecules. KIR/self HLA class I interactions at the surface of the lymphoid cells 
enables them to avoid ADCC of autologous cells, in a deleterious fratricide lysis. Since tumors frequently show 
partial loss or total deletion of HLA-I molecules, presumably to escape cytolytic CD8 T lymphocytes, they are 
thus preferentially targeted by KIR+ killer cells such as NK or    T cells. Although many anti-tumor mAbs have 
been shown to mediate ADCC in vitro, the contribution of this mechanism to clinical efficacy was a matter of 
debate. The importance of Fc-receptor interactions was investigated in mice by examining the anti-tumor 
activities of therapeutic mAbs against human tumor xenografts growing either in wild-type or  Fc RII/IIIko 
mice. Anti-tumor activity was diminished in the Fc Rko mice and was either preserved or enhanced when only 
the inhibitory Fc -receptor isoform was deleted [44]. Hence, Fc-receptor interactions underlie anti-tumor 
efficacy in mice and may be important as well for the activity of selected mAbs in the clinic. 
 The importance of ADCC in the clinical bioactivity of mAbs developed for o
underestimated. Actually, there was little published evidence that ADCC contributed significantly to 
clinical responses, before the finding that human Fc RIIIA is dimorphic, with either phenylalanine (F) or 
valine (V) at position 158. This residue directly interacts with IgG1, making this allotype a critical determinant 
of the rituximab efficacy. In lymphoma patients with Fc gamma-receptor III 158V, the response to rituximab 
was found superior than in patients with FcYRIIIA-158F [49]. In addition, both better IgG1 binding to 
Fc RIIIA, functional and clinical responses did not result from an increased expression of this allotype on the 
effector NK cells [50]. This formally demonstrated that ADCC is a major mechanism of action underlying the 
clinical efficacy of rituximab in B-cell lymphoma [51]. This conclusion also applies to other thereapeutic IgG1, 
since FcgRIIIA polymorphism turnd out to impact on therapeutic activity of the other IgG1 trastuzumab or 
alemtuzumab [52].  
 
An important aspect supporting the development of novel ADCC-based therapeutic antibodies is that 
ADCC n
certainly justifies the development of new strategies potentiating ADCC by therapeutic mAbs. 
ot only induces immediate tumor destruction, but might also contribute to antigen cross-presentation 
with further induces antigen-specific T-cell and antibody response [41, 53, 54]. The induction of such 
antitumor adaptive immunity might actually underlie some long-lasting responses to therapeutic mAbs, and 
 
Monoclonal antibodies in B-Cell Non Hodgkin Lymphoma 
Malignant lymphomas are subdivided between Hodgkin’s lymphomas (HL) and non Hodgkin’s 
re commonly associated with Epstein Barr 
virus (EB
ted efficacy. Classical treatment of FL at stage I and II (15-20% of patients) is 
radiothe
t increase in terms of both GR and CR. In this disease, introducing rituximab 
to the C
 Leukemia are usually sub-divided in four different clinical entities: acute lymphocytic leukaemia (ALL), 
yelogenous leukaemia (AML) and chronic myelogenous 
lymphomas (NHL) which comprise a large variety of diseases. HLs a
V) and affect both children and adults, while NHL are associated with several etiologic factors such as 
immunodeficiency and exposure to pesticides or chemicals among others. NHL are the third most common 
haematological malignancies in children but they also affect adults. The most common and aggressive NHL 
subtype are diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL; about 40% of NHL) and follicular lymphoma (FL; about 
20% of NHL); other NHL comprising mantle cell lymphoma (MCL), marginal zone lymphoma (MZL, MALT 
etc.) are less frequent.  
NHL and more precisely FL represent the haematological malignant disease for which therapeutic 
mAbs have demonstra
rapy, resulting in long-term disease-free survival and probable cure in approximately 45-80% of 
patients. In the majority of patients however, FL is diagnosed at a more advances stages. In theses cases, 
different therapeutic options are available ranging from single agent to combination chemotherapy, 
unfortunately with no major impact on survival of FL patients. Thus, new treatment modalities have been 
developed, including myeloablative therapy followed by autologous stem cell transplantation (ASCT) and 
monoclonal antibodies, either with an intrinsic anti-lymphoma activity or as carriers for radioisotopes or 
immunotoxins. As a single drug-based treatment, rituximab demonstrated a first efficacy in relapsed FL 
patients, which, upon four weekly injections (375 mg/m2), showed 60% of global response (GR) with up to 
15% of complete responses (CR)[1-3]. Furthermore, as a first line treatment for patients with low tumor mass, 
the same regimen gave up to 80% of GR and up to 35% of CR [55-58]. Further pilot studies established the 
reference FL treatment as association of rituximab with chemotherapy (either of R-CHOP, R-FCM or R-
CVP)[21, 59-62]. Following such immuno-chemotherapies, current maintenance regimens with rituximab 
confer a better control of the disease on the long term [63]. The anti-CD80 galiximab showed bioactivity in 
patients with relapsed or refractory follicular lymphoma [64, 65]. Because of the inherent radiosensitivity of FL 
and the expression of CD20 on the B cell surface, new protocols based on radio-immunotherapy were also 
developed to associate monoclonal antibodies and radioelements. Such radio-immunotherapy represents a 
highly attractive and promising approach for the treatment of FL. As an example, clinical studies with 90Y-
labeled murine antibody ibritumomab (Zevalin) [66, 67]or the 131I-labeled antibody tositumomab (Bexxar) 
[68-70]showed response rates of 60-80% and complete response/complete remission rates between 15-44% in 
non-myeloablative approaches.  
The R-CHOP regimen has become the standard of care for patients with DLBCL, for which the 
antibody has brought a significan
HOP regimen convincingly improved the overall patient’s survival, whatever the patient’s IPI 
(international prognostic index) score [71-73]. Myeloablabtive radiochemotherapy followed by ASCT is an 
effective treatment for young patients (<65 years) which improves both duration of response and overall 
survival. Even for the most aggressive DLBCL or MCL, the patients receiving ASCT show better survivals 
when treated early with a CHOP regimen combined to Rituximab [74]. Rituximab has also demonstrated 
activity against B-CLL (see below) and for some hairy cell leukaemia, for which several other mAbs have 
therapeutic potential [75]. In patients with more indolent MALT or other extranodal lymphomas, rituximab 
alone or with new associations are encouraging, whereas in advanced disseminated diseases, the reference 
therapeutic choice remains R-CHOP [76, 77].  
 
Monoclonal antibodies in B-Cell Leukemia 
chronic lymphocytic leukaemia (CLL), acute m
leukaemia (CML). Among them CLL and specially B-lineage CLL (B-CLL) is the most common leukemia in 
adults in the western countries, representing about 30% of all leukemias. B-CLL is a disease of the elderly, with 
90% of cases occurring after 50 and a median age of presentation of 65. The standard first line treatment for 
many patients with B-CLL is based on chemotherapy by FC protocol. Nevertheless, long-term remissions are 
not frequently observed with it, leading to the association of FC with mAbs in first-line therapy. Despite 
profound lymphoid cell depletion from circulating blood compartment, this treatment does not affect the NK 
cell’s ability to reconstitute and mediate ADCC several weeks after chemotherapy. Two major therapeutic 
mAbs are currently used for this disease: rituximab [78] and the anti–CD52 alemtuzumab [79]. A recent 
clinical study showed a high efficiency for FC in association with rituximab (FCR): 66% CR and 14% of partial 
response [80]. Among patients with CR, 59% had no residual disease after one year. Nowadays, the FCR 
regimen is the standard of care for B-CLL [81]. Alemtuzumab (Campath) is a mAb directed against the CD52 
antigen expressed on normal and leukemic B cells but also on T lymphocytes, macrophages, monocytes and 
NK cells(reviewed in [82]). The bioactivity of alemtuzumab involves direct induction of apoptosis, CDC and 
ADCC[83-85]. Regardless of the large expression pattern of the recognized epitope, this antibody is currently 
used in treatment of advanced or relapsed B-CLL with good response rates [86]. Despite major side effects due 
to immunosuppression and infections however, alemtuzumab is essential in second-line therapy in 
fludarabine-refractory patients. The protocols used were based on chemotherapy in combination or not with 
mAbs. Alemtuzumab is also effective against cutaneous T cell lymphoma and Sézary syndrome, T-cell 
prolymphocytic leukaemia, adult T cell leukaemia and lymphoma, but it is not yet approved for such 
treatments [87, 88].  In relapsed CLL, activities were encouraging for the new anti-CD20 ofatumumab [89, 90] 
and  HuMax-CD20[75], for the anti-CD22 epratuzumab [91, 92], the anti-CD23 lumiliximab [93-96] and the 
anti-MHCII apolizumab[97-99]. Of note, HuMax-CD20 might also benefit to patients with hairy cell leukemia 
(HCL) [75].  
 
Monoclonal antibodies in T-Cell NHL and Leukemia 
Only 15% of the lymphoid cell malignancies involve cells of the T-lymphocyte lineage, and these have 
Peripheral T-cell lymphomas (PTCL) comprise 
clonal antibodies in Myeloid Leukemia 
Current treatment of acute myeloid leukemia (AML) involves induction with the cytotoxic 
, followed by repeated cytarabine regimens and eventually 
by allog
 
generally a worse prognosis than B-cell lymphomas (BCL). 
distinct histological subtypes: the angioimmunoblastic T lymphomas which commonly express CXCL13 and 
CD10 (AITL; 23%), the pleiomorphic medium and large T-cell lymphomas (PML; 49%) and the anaplastic 
large cell lymphomas (ALCL; 20%). These diseases are usually treated with chemotherapeutic combinations 
related to the cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, and prednisone (CHOP) regimen, but generally 
have a poor prognosis with 30% of patients alive at 7 years (for AITL). No currently available mAb has been 
approved for T cell NHL, but several new ones are currently in development for such indications. Siplizumab 
is a new mab in development, directed against human CD2, a TCR-associated cell surface receptor for LFA3 
responsible for T cell activation in immunological synapses. This antibody was found active in patients with T 
cell leukemia although some of the treated individuals further developed EBV infections [92, 100, 101]. 
Daclizumab, an anti-IL2R  IgG1 is currently used for preventing renal allograft rejection. This mAb is 
currently investigated in CD25high T cell leukemias such as HLTV1-associated acute T-cell leukemia and 
anaplastic lymphoma which cells express a high level of this cytokine receptor [102-105]}. Zanolimumab is an 
anti-CD4 IgG1 which inhibits T cell signalling and activates CDC and ADCC functions leading to CD4 T cell 
depletions [106, 107]. In phase II trials for cutaneous T cell lymphoma, mycosis fungoides and Sezary 
syndrome, zanolimumab 34% responses in the former, 22% in the latter, and some infectious side-effects [108, 
109].  
 
Mono
antimetabolite cytarabine combined to anthracyclin
eneic hematopoietic transplantation.  These combination chemotherapy produce remissions in AML 
patients, but the majority of patients ultimately relapse and die with growth of drug-resistant blasts. Most 
differentiating myeloid cells do express CD33, a marker, which functions remain unclear, but whose 
expression is significantly upregulated at the surface of more than 90% AML cells. Furthermore, the structure 
of CD33 comprises cytoplasmic immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs (ITIMs) which regulate 
CD33 internalization once bound. Since the anti-CD33 gemtuzumab internalizes once bound to AML cells, its 
coupling to the highly cytotoxic N-acetyl- -calicheamicin (gemtuzumab ozogamicin, Mylotarg) allows the 
intranuclear release of calicheamicin, a drug which binds to DNA and induces potent cell death (reviewed in 
[110-112]. Therapy with gemtuzumab ozogamicin (2 doses of 9 mg/m2) in 3 non-comparative studies 
produced complete remission in 16% of adult patients with AML in first relapse, and complete remission with 
incomplete platelet recovery in an additional 13% of patients. Rates of remission did not differ between those 
aged less than 60 years and older than 60 years. Thus, several studies have well established the benefit of 
gemtuzumab ozogamicin in combination with chemotherapy for AML and APML patients [113, 114]}. 
Overall, gemtuzumab ozogamicin administered as a single agent has resulted in overall response rates of about 
30% in previously relapsed adults AML patients (including also with incomplete platelet recovery). The main 
mechanism of resistance to gemtuzumab ozogamicin is Pgp-mediated drug efflux [115, 116]. Other antibodies 
with reported activity in AML include alemtuzumab, new 131I-CD45 [117, 118] and 188Re-CD66 
immunoconjugates [119, 120]. Finally, gemtuzumab ozogamicin has also showed some efficacy in the 
treatment of CD33-positive refractory acute lymphoblastic leukemia harbouring the Philadelphia 
chromosome [113].  
 
Boosting ADCC cell effectors to optimize bioactivities of therapeutic mAbs.  
s mentioned above, the major role of ADCC in therapeutic activity of rituximab  was made by 
in NHL patients with 
Fc R3A 
uced to express this 
receptor
 addressed by bispecific mAbs. Such reagents, exemplified by the 
CD19/C
A
identifying a major difference of ADCC efficacy and response to this mAb treatment 
158 V/V as opposed to V/F or F/F [49].  Indeed, the optimisation of ADCC-mediating oligosaccharide 
part of the mAbs will still play a great part in future generations of therapeutic mAbs [121]. Strategies to 
improve rituximab performance have been discussed previously [122]. Since the cell subsets mediating ADCC 
are important in this regard, means to enhance their frequency  in the circulating blood of patients are of 
interest. Neither macrophages nor NK cells are specifically expanded during physiological 
immunostimulations or therapeutic induction by immunomodulatory drugs during cancer immunotherapies, 
raising the question of how one could possibly boost this ADCC effector cell population. 
An hitherto largely unexplored option is to target antigen-specific T cells able to proliferate and to 
up-regulate cell surface expression of Fc R3A. Cytotoxic CD8 T lymphocytes are ind
 under stimulating circumstances, but other T cell subsets are also able to do so.  A recent study has 
documented induction of Fc R3A expression by human     cells, a quantitatively minor subset of circulating T 
lymphocytes [123]. These T cells are HLA-unrestricted lymphocytes with anti-lymphoma cytotoxic activity, 
and which specifically respond to stimulation by non-peptide phosphoantigens from malignant cells or 
infectious microbial pathogens (see for review [124, 125]). Natural and synthetic phosphoantigens stimulating 
blood    cells from human and primates have been characterized and produced under GMP conditions 
(reviewed in [126]), allowing us to selectively induce a massive expansion (up to 100-fold) of these cells in 
blood of individuals which received phosphoantigen and IL2 [127]. A few weeks after such injections, the rates 
of blood     cells in recipients have increased on average from 1% to 15% of whole PBMC. In addition, around 
10% of these cells expressed only low levels of the Fc R3A marker prior to injection, but those with very level 
of cell surface Fc R3Aconsistently comprised about 50% of them at later time points. Thus, the ADCC 
function of individuals treated with phosphoantigens are greatly increased through the highly selective 
activation by phosphoantigens of    T lymphocytes in blood. Therefore phosphoantigen association with 
therapeutic IgG1mAbs does provide better therapeutic efficacies of mAbs directed against tumoral cells. 
Accordingly, an increased number and activity of blood cell effectors of ADCC was observed one to three 
weeks after phosphoantigen injection in non-human primates and in human cancer patients [128]. Current 
phase II clinical trials in relapsed follicular NHL are assessing this concept by measuring the efficacy of 
phosphoantigen + rituximab association. In addition, ongoing studies indicate that this concept is 
transposable to other cancers like HER2/Neu+ mammary carcinoma targeted by other therapeutic IgG1 mAbs 
such as trastuzumab (A.H.C. ms in prep.) 
Along the same line, the concept of inducing a large panel of cytolytic CD8+ T cell effectors directed 
against CD19+ B-cell NHL has been also
D3-bispecific mAb blinatumomab, were designed to activate and bind every circulating T cell in 
addition to crosslinking to the tumor cell target. This reagent, which efficiently depletes target CD19+ B cells in 
blood of NHL patients, even at doses as low as 0.005 milligrams per m2 per day, seems quite promising for 
relapsed NHL [129-131]. In this case however, the anti-CD3 specificity drives all T cells to bind the target B-
cells, and thereby possibly delivers a more heterogeneous response than when involving more defined T cell 
subsets. 
Another emerging concept able to boost the cytolytic activity of ADCC NK cell effectors is based on 
the regulation of cytolytic activity in this peculiar cell subset. NK cells cytotoxicity is induced by activating NK 
cell cyto
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es shows the 
toxicity receptors and co-receptors, which comprise inter alia, NKp30, NKp44, NKp46, NKp80, 
Fc R3A, NKG2D, 2-B4 and other cell surface proteins. The lysis-activating function of these cells is 
counteracted by a broad set of inhibitory NK cell receptors for HLA class I molecules (collectively referred to 
as KIRs). When these NK cell’s inhibitory receptors (KIR2DL-1,-2,-3) do not bind their self-HLA ligands, the 
intracellular signalling for missing self  induces NK cell lytic activity. Such self-reactivity, which is inhibited in 
normal physiological situations where healthy cells are not attacked by NK cells, is though to underlie the 
reduced NK cells activity against tumor cells expressing high levels of protective self-HLA molecules. 
Therefore, inhibiting the inhibitors would presumably provide NK cells with a higher cytolytic activity 
directed towards self HLA+ unwanted cancer cells that otherwise remain unattacked[132]. This concept was 
addressed by developing a fully human anti-KIR IgG4 mAb (Kiromab 1-7F9), which restores NK cell-
mediated lysis of autologous tumor cells [133]. This new reagent, currently in phase II for AML and myeloma, 
might prove interesting to boost NK cell functions in AML and multiple myeloma. Whether Kiromab 
potentiates the ADCC bioactivity of therapeutic IgG1 mAbs yet remains to be seen however, although this 
possibility appears likely.  
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II Description de mécanismes immunosuppresseurs sur les fonctions anti- 
tumorales des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 
 
II.1 Publication 3 : Phosphoantigens overcome human TCRVγ9+ γδ cell immunosuppression 
by TGF-β: relevance for cancer immunotherapy - Capietto AH et al., The Journal of 
Immunology, 2010. 
 
 
Dans l’objectif de transposer le modèle précédent aux tumeurs solides, l’impact du 
microenvironnement tumoral doit être pris en compte. En effet, les molécules 
immunosuppressives produites par le stroma tumoral peuvent inhiber les fonctions 
cytotoxiques des cellules immunitaires.  
 
C’est le cas d’une des principales cytokines immunosuppressives décrites à ce jour, le 
TGF-β. En effet, cette molécule inhibe l’activité cytotoxique anti-cancéreuse des lymphocytes T 
conventionnels et des cellules NK et possède donc un rôle important dans l’échappement 
tumoral. 
 
Cependant, concernant les lymphocytes T-Vγ9Vδ2, aucune publication ne relatait le rôle 
du TGF-β sur ces cellules. Ce travail à donc consisté à caractériser le rôle de cette cytokine sur 
les principales fonctions anti-tumorales des lymphocytes T-Vγ9Vδ2. 
 
The Journal of Immunology
Phosphoantigens Overcome Human TCRVg9+ gd Cell
Immunosuppression by TGF-b: Relevance for
Cancer Immunotherapy
Aude-He´le`ne Capietto,*,† Ludovic Martinet,*,†,1 Delphine Cendron,*,†,2
Se´verine Fruchon,*,† Fre´de´ric Pont,‡ and Jean-Jacques Fournie´*,†
Human gd cells expressing TCRVg9 are HLA-unrestricted CTLs with high relevance for cancer immunotherapy. Many tumor
cell types produce TGF-b, however, a cytokine strongly immunosuppressive for conventional T CD4, CD8, and NK cells. Whether
TGF-b also inhibits TCRVg9+ lymphocytes was unknown. Because phosphoantigens (PAgs), such as bromohydrin pyrophosphate,
selectively activate the antitumor functions of TCRVg9+ T cells, in this study, we investigated whether TGF-b modulates these
functions. We report that TGF-b does not block activation of TCRVg9+ T cells but inhibits their PAg/IL-2–induced proliferation
and maturation into effector cells and finally reduces the cytotoxic activity of these gd T cells when exposed to lymphoma target
cells. TGF-b did not bias their differentiation pattern toward gd Th17 or gd regulatory T cells. Nevertheless, increasing doses of
PAg stimulus countered TGF-b inhibition. So, although TGF-b impairs TCRVg9+ gd cells like other cytolytic lymphocytes, PAg
alone or combined to therapeutic mAb has the ability to bypass its immunosuppressive activity. The Journal of Immunology,
2010, 184: 6680–6687.
H
uman gd cells represent an important subset of
lymphoid cell effectors for cancer immunotherapy. The
majority of circulating gd T lymphocytes in the adult
(∼1% of mononuclear cells) are negative for CD4 or CD8 but
express a Vg9Vd2 TCR specific for nonpeptide phosphoantigens
(PAgs) from tumor cells and microbes (1, 2). Four subsets of
Vg9Vd2 T lymphocytes corresponding probably to successive
maturation stages have been identified on the basis of their
phenotypes. The CD45RA+CD27+ and CD45RA2CD27+
TCRVg9Vd2+ T cells subsets preferentially express the CD62L
and CCR7 lymph node homing receptors; they are defined as
naive (N) and central memory (CM) cells, respectively. The
CD45RA2CD272 and CD45RA+CD272 subsets are negative for
CD62L and CCR7 but preferentially express receptors for in-
flammatory chemokines, such as CCR5 and CXCR3. By analogy
with terminally differentiated CD8 memory T cells (3), these gd
T cells are present in inflammatory sites and were referred to as
T effector memory helper 1 (TEMh1) and T effector memory RA
(TEMRA), respectively (4, 5). A fifth maturation stage of Vg9Vd2
T lymphocytes has been further identified on the basis of CXCR5
expression and was defined as follicular helper gd cells for its
phenotypic and functional analogy with conventional follicular
helper CD4 lymphocytes (6).
The functions of TCRVg9+ T cells vary with their maturation (7).
Upon antigenic stimulation, N and CM cells show vigorous pro-
liferative responses but very low release of cytokines and cytoly-
tic granules. By contrast, activation of TEMh1 and TEMRA
TCRVg9Vd2+ T cells drives a strong release of Th1 cytokines (e.g.,
IFN-g and TNF-a) and cytolytic granules but little proliferation (5,
8). In addition, the quantitatively minor subset of follicular helper
TCRVg9Vd2+ cells secretes Th2 cytokines IL-4 and IL-10 and
promotes Ig secretion by B lymphocytes when activated (6). Hence,
Vg9Vd2 T lymphocytes successively mature through the sequence
N(CD45RA+CD27+)→CM(CD45RA2CD27+)→TEMh1(CD45RA2CD272)→
TEMRA(CD45RA+CD272) (4). PAg-activated gd cells also release
proinflammatory chemokines MIP-1a, MIP-1b, and RANTES
(9). They also mediate a strong cytolytic activity directed against
cancer cells by direct (NK-like) cytolysis. Most TCRVg9Vd2+
T cells constitutively express the NKG2D coreceptor, which inter-
acts with tumors expressing MICA/B or ULBP1-3 and contributes
to cytolytic activation (10). Moreover, activated TCRVg9Vd2+
T effector memory cells upregulate the expression of CD16
(FcgRIIIA) to perform Ab-dependent cell cytotoxicity (ADCC)
(11, 12). The main cytolytic molecules of gd cells are made up
of granzyme A and granzyme B (GzB), perforin, granulysin, Fas
ligand, and TRAIL in addition to TNF-a and IFN-g.
Synthetic PAgs, such as bromohydrin pyrophosphate (BrHPP) (13)
and second generation bioisoteres (14–16), have been developed
as selective immunostimulating drugs targeting TCRVg9Vd2+
T lymphocytes, most specifically for cancer immunotherapies. In
addition, antiosteolytic drugs, such as aminobisphosphonates, acti-
vate the same lymphocytes by inducing endogenous PAgs and could
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thus have related therapeutic applications (17–19). These drugs have
led several groups to demonstrate antitumor functions of human gd
T lymphocytes in different in vivo contexts. Studies in nonhuman
primates (20, 21) and in cancer patients (7, 22–27) have illustrated
the potential of activated TCRVg9+ T lymphocytes against leuke-
mia, lymphoma, and carcinoma (reviewed in Refs. 28–31). In ad-
dition, clinical trials involving PAgs or aminobisphosphonates alone
and in combinations are currently assessed by different groups
around the world.
Limits to gd T cell-based cancer immunotherapies are now
appearing, however (32). Tumor progression in cancer patients
is frequently associated with emergence of malignant cells evad-
ing immune surveillance (33). Of the various immunoescape
mechanisms used by cancer cells, production of TGF-b is one
of the most potent and frequent (reviewed in Refs. 34 and 35).
This cytokine has a distinct effect on the main subsets of con-
ventional ab T lymphocytes (36, 37). It inhibits proliferation and
functional differentiation of cytolytic CD8 T cells and promotes
differentiation of Th17 cells and regulatory T (Treg) cells to re-
duce anticancer immunity (38, 39).
Nevertheless, whether this cytokine also targets the unconven-
tional human gd T cells remains unclear. TGF-b inhibits gd T cell
proliferation induced byMycobacterium tuberculosis-pulsed mono-
cytes (40) and helps induce FOXP3+ gd Treg cells in the presence
of IL-15 (41), but little is known about its direct bioactivity on the
anticancer functions of human gd T cells. In this study, we investi-
gated whether TGF-b affects the proliferation, maturation, and
cytolytic functions of TCRVg9+ gd T lymphocytes, either as
freshly isolated cells (fics) or as primary cell lines (pcls).
Materials and Methods
Abs and flow cytometry
FITC-conjugated Abs to TCRVg9, PE-Cy5–conjugated anti-CD27 and anti-
CD69 or with PE-conjugated Abs to markers TCRVg9 or with PE-Cy7–
conjugated anti-CD16 and anti-NKG2D were from Beckman Coulter (Mar-
seille, France), Pacific Blue-conjugatedAbs to CD45RA and CD3were from
Ozyme (St. Quentin en Yvelines, France), the PE-conjugated Ab to TGF-
bRII was from R&D Systems Europe (Lille, France), and allophycocyanin-
conjugated anti-killer Ig-related receptor (KIR) mAb [clone 1-7F9] (42, 43)
was from Innate Pharma (Marseille, France). The respective isotype-
matched conjugated controls were from Beckman Coulter, Ozyme, and
R&DSystems Europe, respectively. gd T lymphocytes intracellular cytokine
levels and cytotoxic granule productionweremeasured on cells stained at the
cell surface and treated with brefeldin A (Sigma-Aldrich, Lyon, France) for
5 h before intracellular staining. Cell surface Ag stainings involved FITC-
conjugated anti-TCRVg9 (Beckman Coulter) and Pacific Blue-conjugated
anti-CD3 (Ozyme). After staining, cells were washed twice, fixed, and per-
meabilized with 4% paraformaldehyde and 0.1% saponine plus 0.5% BSA
(Sigma-Aldrich). Cells were then stained with allophycocyanin-conjugated
anti–IFN-g, Ax647-conjugated anti-GzB, or FITC-conjugated anti-perforin
Abs (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France). Flow cytometry was done
with LSR-II and the dedicated software FACSDiva (BD Biosciences) and
FlowJo 7.5.5 (Tree Star, Ashland, OR). Quantification of TGF-bRII
expression on gd T cell surface was done by using Quantum beads (Bang
Laboratories, Fishers, IN) as described previously (12).
Reagents
The synthetic PAg BrHPP (Innate Pharma, Marseille, France) has been
described previously (13). Recombinant human (rh) IL-2 was provided by
Sanofi-Aventis (Toulouse, France), and rituximab was provided by Roche
(Neuilly-sur-Seine, France). CFSE was purchased from Molecular Probes
(Eugene, OR). rhTGF-b1 was purchased from R&D Systems Europe. Cells
were cultured in complete medium containing RPMI 1640 (Invitrogen,
Cergy Pontoise, France) supplemented with 2 mM L-glutamine, 100
mg/ml streptomycin, 100 IU/ml penicillin, and 1 mM sodium pyruvate
(Cambrex Biosciences, Rockland, ME).
Vg9 T cell samples and cultures
TCRVg9+ T lymphocytes were isolated from PBMCs obtained from hu-
man healthy individuals (Etablissement Franc¸ais du Sang, Toulouse,
France) after Ficoll-Hypaque density centrifugation. Distinct TCRVg9+ gd
T cell samples were prepared for this study. On the one hand, freshly
isolated gd T cells (referred below to as gd fic) were directly purified by
immunomagnetic separation using anti-TCRgd–conjugated magnetic
microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). On the
other hand, primary TCRVg9+ cell lines (referred below to as gd pcl)
were obtained from PBMCs by in vitro culture for 14 d in complete
medium supplemented with 10% Fetal Clone I (HyClone/Thermo Fisher
Scientific, Brebie`res, France), BrHPP (1 mM), and rhIL-2 (300 IU/ml) at
day 0, with additional IL-2 (300 IU/ml) renewal every 3 d. After checking
for TCR phenotype of the cell samples (.90% TCRVg9+ cells for gd fics
or gd pcls), the cells were washed and treated or not with TGF-b for 48 h
in IL-2–free complete medium supplemented with 10% FBS (Invitrogen).
BrHPP was added or not for the last 24 h of gd fic and pcl culture (these
cells referred below to as activated gd fic or activated gd pcl).
Vg9 T cell division
Freshly isolated PBMCs (53 106 cells/ml) were labeledwithCFSE (1mM)
for 10 min at 37˚C and washed with fresh culture media, according to the
manufacturer’s instructions. Labeled cells were then stimulated with
BrHPP (100 nM), rhIL-2 (0–200 IU/ml as indicated), and TGF-b (0–10
ng/ml as indicated). Cells were harvested, stained for TCRVg9, and
analyzed for CFSE dilution and cell surface expression of TCRVg9 by
flow cytometry after 7 d of culture. The progressive dynamics of CFSE
dilution by dividing TCRVg9 cells was measured after specified durations
following PAg stimulation of PBMCs as above and compared with the
theoretical cell growth Cyton model (CPSM software, kindly provided
by P.D. Hodgkin) (44). The maturation stages of CFSE-labeled TCRVg9
cells (13 106 cells/ml) activated with BrHPP (100 nM) and rhIL-2 (10 IU/
ml) with or without TGF-b (2 ng/ml) were determined by simultaneous
immunostaining of TCRVg9, CD27, and CD45RA surface markers and flow
cytometry.
Cytotoxicity assays
The Daudi and Raji human Burkitt’s lymphoma cell lines used as target
cells were cultured at 37˚C in complete medium with 10% FBS and 25 mM
HEPES (Invitrogen). Specific lysis by Vg9 T cells was measured by standard
4-h [51Cr] release assays. The lysis rates were obtained by (experimental
release 2 spontaneous release)/(maximum release 2 spontaneous release)
3 100. Maximum and spontaneous releases were determined, respectively,
by adding 0.1% Triton X-100 or complete medium to [51Cr]-labeled tumor
target cells in the absence of gd T cells. Data present as the mean of tripli-
cate samples. Specific lysis assays by ADCC involved the same settings as
above, except the presence of rituximab (10 mg/ml) added to the 4-h cell
coincubation and to the spontaneous release and maximum release controls.
TCRVg9 T cell transcriptomes
PBMCs were obtained from four human healthy individuals (Etablisse-
ment Franc¸ais du Sang, Toulouse, France) as depicted above. For each
donor, TCRVg9+ cells were purified (.99% for each sample) by
immunostaining and flow cytometry cell sorting either before activation
(gd fic resting control) or 6 h after PAg plus IL-2 stimulation (gd fic
activated 6 h) or 7 d after PAg stimulation and culture with IL-2 (gd pcl
7 d). Total RNAwas isolated from each of these cell samples using TRIzol
reagent (Invitrogen Life Technologies, Paisley, U.K.), according to the
manufacturer’s instructions. The quality and integrity of the RNA
obtained were assessed by using an Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA) after denaturation at 70˚C for 2 min.
cRNAs were then prepared according to one-Cycle Target Labeling pro-
tocol (Affymetrix, Santa Clara, CA) starting from 1 mg total RNA. The
cRNAs were then fragmented and hybridized to Affymetrix HG-U133 plus
2.0 arrays. The chips were washed and scanned, according to the manu-
facturer’s instructions. GeneChip Operating Software (version 1.1; Affy-
metrix) was used for the primary image analysis of the array, for the
normalization (global scaling method, target value of 100), and for the
different comparisons. Expressions of the selected genes are summarized
as means and SDs of the raw expression data from the four donors. Aster-
isks indicate significant (p , 0.05) changes to the gd fic resting control,
and a full line indicates the absent/present threshold. Lists of significantly
changed (up- and downregulated) gene expression levels were built using
as criteria p , 0.01 and p . 10-fold changes in expression level for genes
in which baseline expression in resting controls was above the cutoff
threshold. The resulting sublists of genes were compared with 193 biolog-
ical signatures defined in Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(www.genome.jp/kegg) by using an in-house developed program based
The Journal of Immunology 6681
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on our search engine nwCompare (45) and hypergeometrical distribution
for p values.
Statistics
Data shown for transcriptome analysis are means and SDs and means and
SEs of the mean (SEM) otherwise. The normality and equal variance of each
sample series were evaluated prior to statistical analysis by the specified
tests. A one-tailed, paired Student t test was used whenever appropriate or
one-way Mann-Whitney rank-sum test was used otherwise using a = 5%
for significant differences. All statistical analyses were performed using
the SigmaStat 3.0 (SPSS, Chicago, IL) and XL Stat 2008 (AddinSoft,
Paris, France) software.
Results
PAg-induced TCRVg9+ T cell proliferation reversibly inhibited
by TGF-b
We first monitored the kinetics of gd cell proliferation by the CFSE
dilution assay at several time points after PAg (BrHPP) stimula-
tion to optimize this readout for the further experiments. Cell
cultures were supplemented with IL-2, because the PAg-driven
expansion of TCRVg9+ gd cells requires an exogenous supply
of this cytokine (46). We observed the CFSE was progressively
diluted from days 5 to 7, in good match with a stochastic cell
division model (44) involving 70% of responding cells, 80 h for
first division and 13 h for subsequent divisions, as reported for
CD8+ ab T cells (47) (Fig. 1A). In addition, the transcriptome of
gd cells obtained 7 d after stimulation confirmed gene expression
signatures (45) of cell cycle (47 genes; p , 10253), purine and
pyrimidine metabolisms (37 genes; p , 10210), and p53 signaling
pathway (19 genes; p , 10216) (data not shown). These experi-
ments indicated that day 7 of culture in IL-2–containing medium
was optimal to analyze gd cells dividing in response to PAg
stimulation.
We then asked whether TGF-b inhibits the proliferation of PAg-
activated (100 nM BrHPP) gd T cells in cultures supplemented
with IL-2, and we observed a TGF-b dose-dependent inhibition of
TCRVg9+ cell proliferation. The above modelization of cytometry
results from cultures at the highest TGF-b/IL-2 ratio suggested
∼20% of responding cells (data not shown). The rate of prolifer-
ating gd cells is known to increase with doses of IL-2, as in CD8
T cells (48), and increasing concentrations of IL-2 rescued this
inhibition accordingly (Fig. 1B, 1C). Furthermore, increasing dose
of PAg also augments the rate of proliferating TCRVg9+ gd cells
(13, 20, 21, 49) and increasing concentrations of BrHPP rescued
the proliferating gd cells from TGF-b inhibition (Fig. 1D, 1E).
Thus, TGF-b inhibits proliferation of TCRVg9+ gd T lymphocytes
but higher doses of either IL-2 or PAg bypass this inhibition.
TGF-b delays PAg-induced maturation of TCRVg9+ T
lymphocytes
In most adults, the circulating TCRVg9+ T lymphocytes essentially
are made up of CM cells plus a few N and effector memory cells
(Fig. 2, left) (4, 5). We thus asked whether TGF-b modulated the
gd T cell maturation in the above proliferation assay by analyzing
cell surface expression of the CD27 and CD45RA markers on
CFSE-labeled gd cells stimulated with PAg and cultured with
IL-2 and with or without TGF-b. The phenotype of undivided
parental cells comprised N and CM lymphocytes in both con-
ditions. By contrast, the maturation of dividing cells diverged in
the presence of TGF-b. In control conditions without TGF-b, the
divided cells mostly made up CM (CD27+CD45RA2) and TEMh1
lymphocytes (CD272CD45RA2) (4, 5). By contrast, the few cells
that divided in presence of TGF-b not only made up the CM and
TEMh1 cells as above but also encompassed a sizeable proportion
of N cells (CD27+CD45RA+) (Fig. 2, right). Recent reports showed
IL-17+ gd T cells from individuals with active pulmonary
tuberculosis (50) or with HIV infection (51). Although the TCR
repertoire of those cells did not contain TCRVg9+ cells, we asked
whether TCRVg9+ fics and pcls derived from healthy individuals
contained IL-17+ gd T cells. We found no IL-17+TCRVg9+
lymphocytes among these cells with or without TGF-b. In
addition, we did not detect any FoxP3+CD25brightTCRVg9+ cells
in these experiments (data not shown).
So, TGF-b delays the maturation of PAg-activated TCRVg9+
lymphocytes without inducing Th17 or Treg cells.
TGF-b reduces cytotoxic functions of TCRVg9+ T lymphocytes
The above experiments indicated that TGF-b inhibits proliferation
and functional maturation of gd T cells, which normally generate
cytolytic effector lymphocytes. Because TGF-b reduces the lytic
activity of CD8+ T lymphocytes (52) and NK cells (53), we
assessed its activity on cytolytic functions of TCRVg9+ cells.
Thus, TCRVg9+ fics and pcls were cultured with or without
PAg activation for 48 h in complete medium with or without
TGF-b, and their intracellular GzB, perforin, and IFN-g were
assessed by immunostaining and flow cytometry. The percentage
of cells producing both GzB and perforin among ex vivo
TCRVg9+ fics was quite low as previously described (5) (data
not shown) and strongly increased upon PAg activation with or
without TGF-b. By contrast, resting TCRVg9+ pcls made up
a vast majority (∼80%) of GzB and perforin-producing cells, in
line with their maturation as cytolytic effector cells. These phe-
notypes were strongly decreased in resting pcls treated with
TGF-b as compared with untreated pcl controls: 55% of GzB+
perforin2 and 39% of GzB+perforin+ cells with TGF-b versus
14% of GzB+perforin2 and 83% of GzB+perforin+ cells in
control cultures without TGF-b. With secondary PAg activation,
however, the intracellular content of TCRVg9+ pcls comprised
both GzB+ cells and GzB+perforin+ cell subsets within frequen-
cies that were not reduced by TGF-b (Fig. 3A). TGF-b reduced
the rates of IFN-g+ cells among activated fics and resting pcls
but conversely enhanced this rate among activated pcls. These
results were confirmed by dosages of IFN-g secreted in culture
supernatants (Fig. 3B, 3C). The cell surface expression of NKG2D
was reduced on resting pcls treated with TGF-b relative to control
cells, but TGF-b did not cause this reduction on gd pcls and gd
fics stimulated with PAg. In the same experiments, the cell surface
expression of KIRs and CD16 were unchanged (Fig. 3D). This set
of data indicated that the lytic machinery of gd cells was reduced
by TGF-b but rescued by secondary PAg activation of pcls.
We then challenged these conclusions by using functional assays
of cytolytic activity, the standard [51Cr] release assays from Daudi
Burkitt’s lymphoma target cells, and specific ADCC of the CD20+
Raji target cells with anti-CD20 rituximab. These distinct assays
reflect activation of the gd T cell’s lytic activity for allogenic tar-
gets, either driven by TCRVg9+ plus NKG2D (54, 55) or by
TCRVg9+ plus FcgRIIIA (12). Both spontaneous lysis and ADCC
were higher with gd pcls than with activated gd fics; nevertheless,
they were both inhibited by TGF-b. By contrast, ADCC mediated
by PAg-activated gd cells, either pcls or fics, was almost unsensitive
to TGF-b (Fig. 4). In addition, other functions of PAg-activated gd
cells, such as secretion of chemokines RANTES, MCP-1, MIP-1a,
and MIP-1b (56), were not inhibited by TGF-b (data not shown).
Thus, TGF-b inhibits the spontaneous cytolytic activity of gd
T lymphocytes but not ADCC induced by rituximab in presence
of PAg.
Mechanism of PAg rescue from TGF-b
Because the previous results indicated that TCRVg9 activation can
rescue gd cells from inhibition by TGF-b, we investigated the
6682 PHOSPHOANTIGENS BYPASS TGF-b SUPPRESSION OF HUMAN gd T CELLS
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mechanism of this recovery. We checked whether PAg activation
reduced the expression of high-affinity TGF-bR at the cell surface
of TCRVg9+ lymphocytes. Immunolabeling and quantitative flow
cytometry of the TGF-bRII protein on gd T lymphocytes revealed
similar expression levels in all culture conditions, however, ex-
cluded this possibility (Fig. 5A). Furthermore, comparing the tran-
scriptomes of PAg-activated and resting TCRVg9+ T cells ruled
out reduction of the TGF-b response pathway with activation.
PAg-activated cells had less TGF-b1 mRNA, as many transcripts
for TGF-bRII and TGF-bRIII (in line with the protein expression),
and more TGF-bRI mRNA. In addition, activated cells had more
of the TGF-b transducer SMAD2 and less inhibitors SKI and
SMAD7, corresponding to a fully functional TGF-b pathway
(Fig. 5B). Thus, TCRVg9 activation does not reduce the TGF-b
response pathway.
We then attempted to address this point by analyzing TCRVg9
downmodulation and CD69 upregulation as readouts of PAg sig-
naling in culture conditions with and without TGF-b. PAg induced
FIGURE 1. TGF-b inhibits TCRVg9+ T cell proliferation. A, Kinetics of TCRVg9+ gd T cell proliferation visualized by CFSE dilution. Lower panel,
experimental measures at successive time points after PAg stimulation. Upper panel, theoretical CFSE dilution at the same time points as predicted by the
Cyton model. B, Representative experiment of CFSE dilution by gd cells in day 7 cultures stimulated with BrHPP (100 nM) in medium supplemented with
titrated doses of IL-2 (0, 10, 50, 100, and 200 IU/ml) and TGF-b (0, 1, and 10 ng/ml). The rates of dividing cells (CFSElow) among TCRVg9+ lymphocytes
are indicated. C, Composite data from four different donors showing means 6 SEM for rates of dividing TCRVg9+ cells in the same experimental
conditions as in B. D, Representative experiment of CFSE dilution by gd cells in day 7 cultures stimulated with titrated concentrations of BrHPP (0, 10, 50,
100, and 500 nM) in medium supplemented with IL-2 (100 IU/ml) and TGF-b (10 ng/ml). The rates of dividing cells (CFSElow) among TCRVg9+
lymphocytes are indicated. E, Composite data from three different donors showing means 6 SEM for rates of dividing TCRVg9+ cells in the same
experimental conditions as in D.
The Journal of Immunology 6683
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a weak TCRVg9 downmodulation and a strong CD69 upregulation
on gd fics (57, 58). Reciprocally with gd pcls, PAg induced a strong
TCRVg9 downmodulation and a weak CD69 upregulation.
Furthermore, in the presence of TGF-b, the activation of gd fics
was unchanged whereas that of gd pcls was modified. The
TCRVg9 downmodulation by gd pcls was reduced by TGF-b, and
their CD69 upregulation was therefore increased (Fig. 5C, 5D), in
line with their above-depicted IFN-g response (Fig. 3B, 3C).
These findings suggest that TCR can rescue the gd cells from
TGF-b inhibition by triggering additional activation signaling
rather than by impairing their TGF-b response pathway.
Discussion
This study aimed at characterizing the bioactivity of the TGF-b
cytokine on the PAg-responsive TCRVg9+ T lymphocytes. We
showed in this study that TGF-b inhibits proliferation, matu-
ration, and cytolytic functions of these lymphocytes like other T
and NK cells (36, 37, 39). In contrast with these latter, however,
the TGF-b–mediated immunosuppression of gd cells can be
rescued not only by IL-2 but also by PAg-driven TCR signaling.
TGF-b suppresses proliferation of conventional T cells by
blocking expression of their endogenous IL-2 growth factor (59,
60) and of their high-affinity IL-2R, transferring receptor, c-myc
transcription factor, and cell cycle regulators (61–63). We showed
above that TGF-b also suppressed the proliferation of gd cells. We
propose that TGF-b targets, on the one hand, the endogenous
IL-2 production of TCRVg9+ T lymphocytes presumably through
blockade of its gene promoter as in ab T lymphocytes (64, 65)
because exogenous IL-2 partially reversed this blockade. On the
other hand, TGF-b inhibited the functions induced by TCR
signaling, but this was reversed by increasing doses of PAg
stimulus. TCRVg9+ gd lymphocytes usually represent ∼1% of
the circulating mononuclear cells, so their expansion is critically
required to bring a significant contribution to cancer immuno-
therapies. By underlining the negative incidence of TGF-b may
have on therapeutic protocols involving in vivo gd cell
expansions, this study also provides a rationale for gd cell-based
protocols composed of either in vitro expansions (49) or in vivo
activation by high-dose PAg supplemented with exogenous
IL-2 (12, 20, 21, 25, 66, 67). In addition, the proliferative
response of PAg/IL-2–stimulated gd lymphocytes is essentially—
if not exclusively—mediated by cells from the N and CM
compartments of TCRVg9+ lymphocytes (4, 8), suggesting that
TGF-b might target more selectively these maturation stages.
TGF-b induces substantial in vitro differentiation of regulatory
FOXP3+CD25brightTCRVg9+ cells when combined with IL-2, IL-
15, and the weak PAg isopentenyl pyrophosphate (41). Neverthe-
less, TGF-b alone or combined with the potent agonist BrHPP and
IL-2 induced neither gd Treg cells nor gd T cells with Th17
phenotype. Both lack of the Treg-promoting IL-15 cytokine (68,
69) and relative strength of the PAg agonist used in our and in
most in vivo studies (70) and clinical trials might account for this
discrepancy.
We found in this study that TGF-b slows the PAg-induced
maturation of TCRVg9+ cells into effector memory cells. TGF-b
induces apoptosis of effector memory T cells during infection-
induced clonal expansions (71). Low rates of TCRVg9+ cell death
because of TGF-b were noticed in our study, arguing against
shorter life spans of the most mature gd cell subsets in this
paper. Rather, we hypothesize that in cultures supplemented
FIGURE 2. TGF-b delays maturation of dividing TCRVg9+ T
lymphocytes. Left, maturation of TCRVg9+ T lymphocytes follows the
sequence of phenotypic changes N(CD45RA+CD27+)→CM(CD45RA2CD27+)→
TEMh1(CD45RA2CD272)→TEMRA(CD45RA+CD272) as illustrated by
representative plot of TCRVg9+ T lymphocytes (gated) from PBMCs of
an healthy individual. Right, maturation of proliferating TCRVg9+ T
lymphocytes in day 7 cultures stimulated with BrHPP (100 nM), IL-2 (10
IU/ml), and TGF-b (2 ng/ml) as specified. The CFSE dilution assay was
used to discriminate parental and divided gd cells, which maturation was
determined below (representative result out of five with different donors).
FIGURE 3. Cytotoxic markers of TCRVg9+ T lymphocytes exposed to TGF-b. A and B, Intracellular cytotoxic proteins expressed by activated gd fic, gd
pcl, and activated gd pcl treated or not with TGF-b (10 ng/ml) for 48 h and stimulated with BrHPP (1 mM) for the last 24 h of culture. gd T cells were
analyzed for intracellular expression of GzB, perforin, and IFN-g. Percentage of GzB+perforin2 and GzB+perforin+ among whole Vg9+ T cells (A); MFI
of intracellular IFN-g in Vg9+ T cells (B). C, IFN-g secreted in culture supernatants of gd fics and gd pcls in the above conditions (n = 4; means 6 SEM).
pp , 0.05 relative to resting cells. D, Cell surface expression of NKG2D, KIR, and CD16 by the above cell samples. Representative results from more than
three experiments with different donors. MFI, mean fluorescence intensity.
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with TGF-b, IL-2, and PAg, the gd cells, which have maintained
a CD27+CD45RA+ phenotype after several divisions, had pre-
served the N phenotype of their progenitors. This suggests that
by analogy with its action on melanocyte or neural stem cells
(72, 73), TGF-b might favor the maintenance by self-renewal of
an N gd cell pool. This peculiar bioactivity resembles that of
Wnt3a protein (and glycogen synthase kinase-3-b inhibitors) on
the maturation of CD8+ CTLs (74), but its lymphoproliferative
suppression makes it a distinct one. Nevertheless, the main-
tenance of N T lymphocytes among cells proliferating to Ag in
the presence of TGF-b had not been characterized previously and
extends the range of the bioactivities of this cytokine.
As discussed above, the differential sensitivity of gd cell cy-
tolytic functions to TGF-b was inherent to the presence of PAg
stimulus; resting gd pcls were sensitive, whereas PAg-activated gd
pcls were more resistant to TGF-b. In addition to presence of PAg,
however, the maturation of gd cells was also important for res-
ponse to TGF-b, with higher sensitivity to this mediator in PAg-
activated pcls than in PAg-activated fics, as depicted in conven-
tional T lymphocytes (75). In addition, the most mature gd cells
upregulate various surface coreceptors that confer better respon-
siveness to PAg (4, 5, 8) by improving the efficiency of stimulus
transduction and therefore lowers their sensitivity to TGF-b (76,
77). Along this line, the direct cell–cell binding facilitated by
therapeutic rituximab not only provides gd cells with a physical
contact to the Raji cell target to eradicate but also strengthens
their stimulatory signaling (12). From the current study, we
propose that stimulation with PAg strengthens intracellular
signaling for ADCC by TCRVg9+ cells and thus resistance to
TGF-b.
This study indicates that signaling pathways for TCR-mediated
activation and TGF-b–mediated inhibition coexist in gd T cells.
So, the intracellular dominance of signaling from gd TCR versus
TGF-bR determines the outcome of functional gd cell responses
to their microenvironment, like the gd TCR versus KIR rela-
tionship (78–80). Because increasing doses of stimulating PAg/
IL-2 can overcome the inhibition of cytolytic TCRVg9+ T cells by
TGF-b, strategies bypassing its bioactivity could be envisaged.
Therapeutic protocols based on TCRVg9+ T lymphocytes stimu-
lated by BrHPP and IL-2 proved more easily tunable than those
based on conventional CTL or NK cells, because these gd cells do
not require tumor-derived peptide Ags presented by HLA mole-
cules. In this aim, however, this work suggest the need to adapt
PAg doses delivered to patients in function of their tumor’s ability
to produce TGF-b. Furthermore, synergizing this stimulus with
rituximab, trastuzumab, or other therapeutic mAbs might also
provide effector gd cells with more robust cytolytic activity
(12). Future studies will determine whether such combinations
will defeat particularly immunosuppressive tumors of advanced
cancers of the breast, prostate and pancreas.
FIGURE 4. Cytolytic activity of TCRVg9+ T lymphocytes in the pres-
ence of TGF-b. A and B, Cytolytic activity of gd fic, gd pcl, and activated gd
pcl treated or not with TGF-b (10 ng/ml) for 48 h and BrHPP (1 mM) for the
last 24 h of culture, assessed by [51Cr] release assays (n = 9 with different
donors). Specific lysis of Daudi cell targets (A) and ADCC of Raji cell
targets with rituximab (10 mg/ml) (B). pp , 0.05.
FIGURE 5. TGF-b pathway and gd T cell activation by PAg. A, TGF-bRII molecules at the surface of TCRVg9+ T lymphocytes: gd fic ex vivo (n = 3),
gd fic or gd fic activated (n = 7), and gd pcl or gd pcl activated (n = 9); BrHPP (1 mM) and TGF-b (10 ng/ml) as specified. B, Mean signal intensity for
TGF-b pathway genes from transcriptomes of the following TCRVg9+ T cell samples: gd fic resting control (n = 4, white bars), gd fic activated for 6 h
(n = 4, clear gray bars), and gd pcl cultured for 7 d (n = 4, dark gray bars). pp , 0.05. C, PAg-induced TCRVg9 downmodulation by gd fic and pcl with
(black bars) or without TGF-b (white bars). The (TCRVg9+ MFI of PAg-activated gd cells) minus (TCRVg9+ MFI of resting gd cells) are shown (n = 12);
pp , 0.05; BrHPP (1 mM) and TGF-b (10 ng/ml) as specified. D, PAg-induced CD69 upregulation by gd fic and pcl with (black bars) or without TGF-b
(white bars). The (CD69 MFI of PAg-activated gd cells) minus (CD69 MFI of resting gd cells) are shown (n = 18); pp , 0.05; BrHPP (1 mM) and TGF-b
(10 ng/ml) as specified. MFI, mean fluorescence intensity.
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II.2 Résultats supplémentaires 
 
II.2.1 TGF-β et sécrétion de chimiokines et cytokines par les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 
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Figure 28 : TGF-β differentially modulates chemokine and cytokine secretions by Vγ9+ T cells 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 La sécrétion de chimiokines et cytokines est nécessaire à l’attraction des cellules 
immunitaires sur le site inflammatoire afin d’éliminer les cellules tumorales. Puisque le TGF-β 
inhibe plusieurs fonctions des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 induites par la stimulation 
phosphoantigénique et l’expression de certains gènes de chimiokines (MIP-1α et MIP-1β) étant 
induite par cette activation (panel A), nous avons étudié l’effet du TGF-β concernant cette 
même expression. Les surnageants des cultures cellulaires de lymphocytes T-γδ (décrites dans 
l’article) ont été récupérés après activation primaire ou secondaire par le BrHPP, en présence ou 
non de TGF-β1.  
 
 
A Mean signal intensity for genes of interest from γδ cells samples: γδ fic resting control (n = 4, 
white bars), γδ fic activated for 6 h (n = 4, clear grey bars) and γδ pcl cultured for 7 d (n = 4, dark 
grey bars); * p < 0.05.  
B Chemokine concentrations in culture supernatants of γδ fic and γδ pcl in the specified culture 
conditions (n = 3, means +/- s.e.m.). 
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L’IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire produite par de nombreuses tumeurs, au 
travers du facteur de transcription STAT-3 et de la voie NF-κB [513, 514]. Le TGF-β induit la 
sécrétion d’IL-6 et favorise ainsi l’inflammation chronique reconnue de mauvais pronostic dans 
de nombreux cancers [515, 516]. Puisque la stimulation des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 par le BrHPP 
n’induit pas cette sécrétion et le TGF-β la réduit, les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 semblent avoir un 
rôle limité dans l’induction de l’inflammation chronique des tumeurs, du moins par cette voie.  
 
Si les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 ne semblent pas favoriser l’inflammation locale favorable au 
recrutement de cellules pro-tumorales par la voie de l’IL-6, un de leurs rôles est de recruter des 
lymphocytes cytotoxiques par l’intermédiaire de chimiokines [59]. Ainsi, la stimulation 
phosphoantigénique induit la sécrétion de RANTES, MIP-1α et MIP-1β et la présence de TGF-β1 
n’affecte pas la sécrétion de MCP-1, MIP-1α et MIP-1β. Aucune sécrétion n’a été observée pour 
MCP-1 après activation secondaire. Au contraire, celle de RANTES est augmentée par la 
présence de TGF-β1 après activation primaire uniquement. De plus, la sécrétion de RANTES est 
plus élevée après stimulation secondaire qu’après stimulation primaire et cette cytokine est la 
seule à être sécrétée à long terme après activation (panel B). Ces résultats montrent que les 
lymphocytes T-Vγ9Vδ2 ont la capacité de recruter des lymphocytes T-CD4+ (MIP-1α, RANTES) ou 
T-CD8
+
 (MIP-1β, RANTES), y compris en présence de TGF-β [517-521]. 
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II.2.2 BrHPP et retard de maturation induit par le TGF-β 
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Figure 29 : BrHPP overcome the TGF-β delay on Vγ9+ T cell maturation 
 
 
 
 
  
 
 
Maturation of proliferating TCRVγ9+ T lymphocytes in day-7 cultures stimulated with 
BrHPP (100 nM or 1 µM), IL-2 (10 IU/ml) and TGF-β (2 ng/ml) as specified. The CFSE 
dilution assay was used to discriminate parental and divided γδ cells which maturation 
was determined below (representative result out of 3 with different donors). 
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La présence de TGF-β dans des cultures de PBMC de donneurs sains limite la maturation 
induite par une stimulation sub-optimale du BrHPP, sur les lymphocytes TCRVγ9+. En effet, on 
observe une augmentation du pourcentage des cellules naïves (CD27
+
CD45RA
+
) au sein des 
cellules divisées par rapport au contrôle sans TGF-β (24% vs 10%). Une forte stimulation 
antigénique limitant l’inhibition du TGF-β sur la prolifération IL-2 et BrHPP-dépendante, nous 
avons analysé si celle-ci pouvait également diminuer le retard de maturation induit par la même 
cytokine. En présence ou non d’IL-2, le pourcentage de lymphocytes TCRVγ9+ naïfs est similaire, 
avec ou sans TGF-β (18 vs 15%).  
 
Ainsi, l’activation des lymphocytes TCRVγ9+ par une puissante activation au BrHPP 
bloque partiellement l’action du TGF-β sur la maturation des cellules T-γδ. Ce résultat renforce 
l’hypothèse que les lymphocytes TCRVγ9+ sont capables d’acquérir un phénotype mature et 
donc un potentiel cytotoxique en présence de TGF-β, sous stimulation optimale. 
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II.3 Publication 4 : How tumors attempt to evade from γδ cell attack - Capietto AH et al., 
Cell Mol Life Sci,2010, in press 
 
 
L’étude précédente décrit les conséquences de la présence d’une cytokine 
immunosuppressive produite par le microenvironnement tumoral, le TGF-β, sur les fonctions 
anti-cancéreuses des lymphocytes T-Vγ9Vδ2.  
 
A ce jour, de nombreux mécanismes d’immunoévasion anti-tumoraux ont été décrits. 
Cependant, leur caractérisation est, dans la majorité des cas, effectuée sur les deux populations 
majoritaires de cellules cytotoxiques chez l’homme : les lymphocytes T CD8
+
 et les cellules NK. 
Même si les mécanismes fonctionnels et d’activation sont similaires entre ces cellules et les 
lymphocytes T-Vγ9Vδ2, des divergences existent, et nos résultats justifient l’importance de 
caractériser chaque processus en fonction du type de cellule. En effet, dans le cas du TGF-β, 
l’immunothérapie utilisant les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 nécessite une optimisation de son 
efficacité, mais n’oblige pas la combinaison avec des thérapeutiques bloquant la voie du TGF-β 
in vitro.  
Ces résultats laissent ainsi supposer que d’autres mécanismes d’échappement tumoral 
pourraient être contournés de la même façon. Le traitement de certains cancers pourrait alors 
privilégier ce type de thérapie, aux conséquences moins lourdes du point de vue des effets 
secondaires.  
 
L’objectif de cette revue est donc d’actualiser les connaissances en matière de 
mécanismes immunosuppresseurs vis-à-vis des lymphocytes T-Vγ9Vδ2, afin d’optimiser les 
stratégies thérapeutiques utilisant ces cellules. 
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1.  Introduction 
The antigen specificity and function of TCRV9V2+ humanT  lymphocytes as well as clinical trials assessing 
their anticancer activity have been described  in other articles of this review. We therefore focus here on the 
means by which the tumor and its niche attempt to protect against immune attack by these cells. 
 Reducing  the  recruitment of  tumor  infiltrating  lymphocytes  (TIL) by  tumor vasculature defects  represents a 
first and straightforward ‐though relatively unspecific‐ line of defense against the TCRV9V2+ cells. Once these 
lymphocytes have solved this first issue and successfully reached the tumor niche, various resident cells of the 
tumor stroma do exert potent immunosuppressive activities able to reduce the cell functions. Then, various 
soluble factors that are possibly released from this stroma or directly by the tumor cells themselves represent a 
highly efficient means to abrogate immune responses (Figure 1).  
These successive levels of immune escape mechanisms are discussed below. 
 
 
 
 
 
Figure 1: TCRV9V2+ cell functions and immunoescape pathways in tumors. 
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1. Tumor infiltration by TCRV9V2+ T lymphocytes 
The  direct  intra‐tumoral  injection  of  TCRV9V2+  T  cells  reduces  various  tumor  xenografts,  suggesting  that 
these cells are efficient when reaching the tumor site [1, 2]. So far however, no clinical trials with either ex‐vivo 
expandedT  cells  or  ABP  injection  did  monitor  the  tumor  infiltration  by  TCRV9V2+  cells  [3‐5].  In  fact, 
althoughT  cells  are  frequently  found  among  TILs, only  a minority of  these  cells  is  from  the  TCRV9V2+ 
subset [6, 7]. Therefore, the  limited efficacy of anti‐tumoral TCRV9V2+ cell may  just reflect their  inability to 
infiltrate established tumors.  
Leukocyte  extravasion  is  tightly  controlled  by  the  endothelium  through  multiple  integrins  and  vascular 
selectins. Lymphocyte adhesion to the endothelium is usually weak in tumor microvessels [8]. Endothelial cells 
from  human  tumors  express  very  low  levels  of  critical molecules  such  as  intercellular  adhesion molecule‐1 
(ICAM‐1) and vascular cell adhesion molecule‐1 (VCAM‐1). In addition, the tumor endothelium prevents T cell 
infiltration upon over‐expression of the endothelin B receptor (ETBR). Endothelin/ETBR signaling inhibits ICAM‐1 
expression  on  human  endothelium  and  ETBR  neutralization  in  mice  favors  TIL  recruitment  and  cancer 
immunotherapy [9].  
Leukocytes  migration  from  peripheral  blood  to  the  tumor  is  directed  by  chemokines  that  regulate  the 
endothelial adhesion of leukocytes. Unfortunately however, the chemokine expression profile of most human 
cancers  is  far  more  prone  to  recruit  immunosuppressive  cells  than  useful  lymphocytes  [10,  11].  The  high 
production  of CXCL12  by  cancer‐associated  fibroblasts  [12]  could  nevertheless  promote  TCRV9V2+  T  cells 
infiltration, as  this  chemokine  regulates  the migration of TCRV9V2+ T  lymphocytes  to  renal carcinoma  cell 
lines  [13].  CXCR4  is  expressed  by  peripheral  blood  TCRV9V2+  T  cells  and  transiently  increased  after 
phosphoantigen  stimulation  [14]. Nevertheless,  peripheral  blood  TCRV9V2+  T  cells  predominantly  express 
CXCR3  and  CCR5  chemokine  receptors  for  the  pro‐inflammatory  chemokines  CXCL9  (MIG),  CXCL10  (IP‐10), 
CXCL11 (ITAC) and CCL5 (RANTES) [15, 16]. Adding chemokines to the tumor environment recruits TILs in vivo 
and  decreases  tumorigenicity  [17].  Thus  inflammatory  chemokines  in  the  tumor  microenvironment  might 
improve the tumor infiltration by TCRV9V2+ T cells. Nevertheless, chemokines not only induce an interesting 
chemoattraction of  immune cells, but they also mediate angiogenesis, proliferation and metastasis of cancer 
cells  [18]. A constitutive STAT3 activation  in  tumor cells  limits  the production of pro‐inflammatory cytokines 
and  CXCL10  and  CCL5  chemokines  [19].  Since  STAT3  is  a  critical  mediator  of  oncogenic  signaling  and 
angiogenesis  in  tumors,  its  therapeutic  targeting  could also benefit as an adjunct  to  the TCRV9V2+ T  cell‐
based  approaches  [20].  Therefore,  the  type  of  chemokines  detected  in  patients  with  cancer  is  a  critical 
parameter for clinical trials.  
Tumor angiogenesis determines  lymphocyte  infiltration, as the tumor vasculature  is abnormal. Mice deficient 
for the Rgs5 gene, which contributes to this odd morphology, show normalized tumor vasculature, enhanced 
lymphoid  infiltrates  in  tumors  and  improved  survival  [21].  Furthermore,  anti‐angiogenic drugs  such  as  anti‐
VEGF antibodies or VEGFR inhibitors do normalize the tumor vasculature in patients and improve the delivery 
of antitumor drugs [22]. Therefore, such anti‐angiogenic approaches could also benefit to TCRV9V2+ T cell‐
based  immunotherapies, and possibly  represent an  interesting  therapeutic association  to assess  in  the near 
future. 
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2.  Immunosuppressive tumor stroma cells 
Immature Dendritic Cells (iDC) 
Tumor blockade of DC maturation is certainly a major mechanism allowing tumor immune escape. Numerous 
studies of DC in mice and in human cancer tissues document the immature phenotype of tumor‐infiltrating DC. 
This phenotype  is characterized by a  low expression of co‐stimulatory molecules CD80/CD86 and a defective 
antigen presentation to T  lymphocytes [23], though such features are also found  in skin, peripheral blood 
and lymph node DCs from cancer patients [24, 25].  Instead of stimulating effective tumor antigen‐specificT 
cell responses, these  iDC rather  induce T cell anergy and tumor tolerance [26].  iDCs potentiate TCRV9V2+ T 
cells  response  to  phosphoantigen  whereas  subsequently,  phosphoantigen‐stimulated  TCRV9V2+  T  cells 
promote efficient maturation of  iDC  and  subsequent priming ofT  cell  responses  (by producing  IFNand 
TNF[27,  28].  In  addition,  iDC  are  more  potent  co‐stimulators  of  TCRV9V2+  T  cell‐derived  cytokine 
production than mature DC, suggesting that tumor‐induced iDC defects may not negatively impact TCRV9V2+ 
T cell antitumor responses [29]. Therefore, the TCRV9V2+ T cell‐stimulating phosphoantigens might efficiently 
improve  the  functions  of  tumor  vaccines  by  exerting  an  adjuvant  bioactivity  although  this  type  was  not 
confirmed when tested in the context of a tuberculosis vaccine [30].  
Myeloid‐derived suppressor cells (MDSC) 
Myeloid‐derived suppressor cells  (MDSC), a group of bone marrow derived cells, are directly  involved  in  the 
suppression of antitumor T cell responses  in  tumor‐bearing mice  (reviewed  in  [31]). These cells express Gr‐1 
and M  integrin CD11b, and accumulate  in the spleen, the  lymph node and the tumor tissues  in mice. MDSC 
inhibit proliferation and  IFNproduction of  tumor antigen‐specific CD8+ T  lymphocytes. Similar expansion of 
human MDSC, defined by CD33+CD11b+ and  the absence of other  lymphoid and myeloid markers, has been 
observed in cancer patients [32, 33]. The exact mechanisms of tumor immune escape governed by MDSC, and 
whether they might modulate TCRV9V2+ T cell functions remain unclear. The possible mechanisms of MDSC‐
mediated suppression are listed below. 
L‐arginine‐catabolizing  arginase  I  (ARG1)  is  over‐expressed  in  MDSC  from  tumor‐bearing  mice  and  cancer 
patients [34, 35] L‐arginine deprivation by MDSC impairs down‐regulation of TCR‐associated CD3 chain, T‐cell 
activation and  function. Arginase activity was  increased  in  the CD11b+CD14‐ myeloid cells  from 117 patients 
with  renal  cell  carcinoma  (RCC),  and  depletion  of  their  MDSCs  restored  both  T‐cell  CD3  expression  and 
proliferative responses [34]. Thus, a similar MDSC‐mediated deficit of L‐arginine might exhaust TCRV9V2+ T 
cells as well, contributing  to  the  low efficacy of TCRV9V2+ T cell‐based  immunotherapies of advanced RCC 
[36, 37]  In addition, COX2‐dependent production of prostaglandin E2  (PGE2) by tumor cells also up‐regulates 
ARG1 expression by MDSC  [34, 35],  suggesting  that COX  inhibitors have also  some  therapeutic potential  for 
MDSC‐targeting cancer immunotherapies.  
Reactive oxygen species (ROS) including peroxynitrites (ONOO‐) and hydrogen peroxide (H2O2) are also part of 
the MDSC’s immunosuppressive arsenal [38]. Nitration of tyrosine residues from TCR/CD8 complexes by MDSC‐
derived peroxynitrite affects  their conformational  flexibility and subsequent  interactions with peptide‐CMH  I 
complexes  [39].  Likewise,  the MDSC‐mediated  nitration  of  the  TCRV9V2 might  also  reduce  its binding  to 
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tumor‐derived phosphoantigens. In such a case, the accumulation of MDSC in tumors might represent a means 
by which tumors attempt to escape to TCRV9V2+ T cell‐based immunotherapies. Since phosphodiesterase‐5 
(PDE5) inhibition with sildenafil, tadalafil, and vardenafil down‐regulates ARG1 and NOS2 expression by MDSC 
and  reduces  their  suppressive machinery  in  several mouse  tumor models  [31] however, PDE5  inhibitors are 
also susceptible to yield interesting anti‐cancer associations with phosphoantigens.  
Mesenchymal stem cells (MSC)  
Mesenchymal  stem  cells  (MSCs) are multipotent and uncommitted  cells able  to differentiate  in a many  cell 
types,  including  osteoblasts,  adipocytes,  chondrocytes,  tenocytes,  or  skeletal myocytes  [40]. MSCs   mostly 
reside in the bone marrow, but they are also distributed in the lymphoid, muscle and adipose tissues [40]. Their 
ability  to  regenerative  functions  in  injured  tissues  are  nevertheless  associated  with  a  potent 
immunosuppressive role [41]. MSCs escape  immune recognition and  inhibit T cell proliferation induced by 
mitogens or cognate peptides [42, 43]. They also inhibit the differentiation and maturation of DC [44] and NK 
cell proliferation  [45]. The underlying  immunosuppressive bioactivity of MSC  involves cell contact‐dependent 
mechanisms  and  release  of  soluble  factors  such  as  PGE2,  IDO,  NO,  HGF  as  well  as  the  TGF‐1  and  IL‐10 
cytokines [46].  
MSCs are potent suppressors of TCRV9V2+ T cell functions  including proliferation, cytokine (IFNand TNF) 
production  and  tumor  cell  cytolysis.  This  results  from  the  COX2‐dependent  production  of  PGE2  by  MSC, 
appearing  as  a  dampening  response  to  IFNand  TNFfrom  TCRV9V2+  T  cells  [47,  48].  Since  PGE2 
immunosuppressive  activity  is  mainly  mediated  by  an  AMPc‐mediated  PKA  type  I‐dependent  inhibitory 
signaling of the TCR activation cascade however, this blockade can be reverted by indomethacin or by the PKA 
type  I  antagonist  Rp‐8‐Br‐cAMP  [47,  49,  50].  The  regulatory  cross‐talk  between  MSC  and  TCRV9V2+  T 
lymphocytes is therefore critical forT cell‐based cancer immunotherapies.  
MSCs are present in melanoma [51], glioma [52], carcinoma of the colon [53], ovaries [54], breast [55] and in 
the microenvironment of gastric carcinoma [56]. This presumably results from the potent MSC chemoattraction 
by the tumor‐derived or stroma‐derived MCP‐1, SDF‐1, PDGF, EGF and VEGF [57‐59]. Stromal attraction of T 
cells ‐by the CXCL9, CXCL10 and CXCL11 chemokines‐ was found to be a tumoral strategy for a more efficient 
immunosuppression  in  mice  [60].  Likewise,  TCRV9V2+  T  cells  express  the  CXCR3  receptor  for  these 
chemokines  [16],  suggesting  they  can  also  be  attracted  in  the  tumor  stroma  by MSC  to  be  silenced more 
efficiently with their inhibitory factors.  
Regulatory T cells (Tregs) 
1‐3%  of  human  CD4+  T  lymphocytes  are  naturally  occurring  CD4+CD25+  regulatory  T  cells  (Treg).  These 
lymphocytes  harbor  cell  surface  markers  of  activated/memory  T  cells  such  as  CD5hi,  CD45RBlo,  CTLA‐4 
(cytotoxic‐T‐lymphocytes‐associated‐protein  4)  and  GITR  (glucocorticoid  induced  tumor  necrosis  factor 
receptor)  (reviewed  in  [61]).  They  express  the  forkhead  box  P3  (Foxp3)  transcription  factor,  a  critical 
determinant of Treg development and function [62]. These cells, initially detected as inhibitors of self‐reactive 
T  cells  [63], also  inhibit  immune  responses against  infections. Actually, Tregs are broad  immunosuppressors 
which reduce the expansion and functions of cells of both innate and adaptive immunity [61].  
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Tregs  inhibit  phosphoantigen‐induced  TCRV9V2+  T  cell  proliferation  in  vitro  and  their  depletion  from 
peripheral  blood  mononuclear  cells  (PBMC)  increases  the  M.tuberculosis‐induced  TCRV9V2+  T  cells  in 
tuberculin‐positive individuals [64, 65]. Nevertheless, Tregs might inhibit or not the TCRV9V2+ T cell cytokine 
and  cytolytic  responses  according  to  the  strength  of  their  stimulating  ligand,  which  comprised  either 
phosphoantigen  (BrHPP),  anti‐CD3  plus  anti‐CD28 mAbs  or M.  tuberculosis  –derived  ESAT‐6  antigen  in  the 
various studies available as of  today [65, 66].  
Treg‐mediated immunosuppression involves soluble factors and cellular mechanisms [67]. Cytokines such as IL‐
10, TGF‐[68] and IL‐35 [69] mediate the Treg‐activity on T cell proliferation. Eventually, Treg cells can down‐
regulate antitumor responses through the perforin /granzyme B‐dependent lysis of NK and CD8+ effector T cells 
[70]. Treg cells express the two adenosine‐producing ectoenzymes CD39 and CD73 and adenosine inhibits T cell 
functions  upon  fixation  to  the  A2A  receptor  [71].  Finally,  Tregs  can  also  down‐regulate  antigen‐presenting 
functions  of  DCs  and  promote  their  expression  of  IDO  [72].  Treg  suppression  of  TCRV9V2+  T  cells  most 
probably involves all of these different mechanisms, but in this case might also involve a non‐protein inhibitory 
factor that does not affect an Ag‐specific CD8+T cells proliferation [64]. Treg‐mediated immunosuppression 
is clearly a major mechanism of tumor escape [73]. Treg cells are more abundant  in blood,  lymph nodes and 
tumors  from 336 cancer patients  than  in healthy  individuals. Their depletion  restored  the TCRV9V2+ T cell 
proliferation  to phosphoantigen which was  impaired  in  these cancer patients  [64]. Therefore, dampening of 
Tregs functions might represent an important means to improve TCRV9V2+ T cell‐mediated immunotherapy 
of cancer patients.  
Since  the  first demonstration  that Treg depletion  improves antitumor  immunity and  tumor  rejection  in mice 
[74], many studies have targeted Tregs in cancer patients. The CD25‐directed Pseudomonas immunotoxin LMB‐
2  and  the denileukin diftitox hybrid protein  (fusing  IL‐2  and diphtheria  toxin)  reduced  Treg  cells  in  cancers 
patients [75, 76]. A Treg‐depleting vaccination (targeted against Foxp3) improved tumor immunity in mice with 
renal cell carcinomas [77] and the Treg‐depleting cyclophosphamide boosts the efficacy of a DC vaccine in mice 
harboring melanoma or carcinoma [78]. In vivo actually, the IL‐2‐induced expansion of CD4+CD25+ Foxp3+ Treg 
cells can be countered by concurrent activation of TCRV9V2+ T  lymphocytes by phosphoantigens. This not 
only down‐regulates  the expansion of  IL‐2‐induced Tregs  (presumably  through competition  for  IL‐2) but also 
improved Ag‐specific T cell responses in a model of mycobacterial infection [79].  
 
3. Immunosuppressive molecules  
TGF‐ 
Transforming growth factor (TGF‐) is a pivotal cytokine that is critically involved in peripheral tolerance and 
resolution of  inflammatory  responses.  It has  the unique  ability  to  regulate proliferation, differentiation  and 
survival  of  T  lymphocytes,  NK,  DCs  and  macrophages  [80].  TGF‐is  frequently  detected  in  human  cancer 
patients, where a high  level of TGF‐is associated  to a poor prognostic of  the disease  [81]. Various  types of 
human tumor cells produce TGF‐, most probably to escape  immune destruction through mechanisms which 
include,  inter alia,  inhibition of  cytolysis by T and NK  cells  [82, 83]. TGF‐ also  inhibits proliferation and 
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IFNproduction byM. tuberculosis-induced T cells [84], suggesting that TGF- might reduce these functions 
in cancer contexts as well.   
We recently determined the ability of exogenous or tumor‐derived TGF‐ to  interfere with TCRV9V2+ T cell 
antitumor  functions and  the underlying molecular mechanisms. We  showed  that  that TGF‐ does not block 
their most upstream mechanisms of activation, in contrast with PGE2. It rather inhibits their PAg/IL‐2‐induced 
proliferation and delays the progressive TCRV9V2+ T cell maturation into effectors without inducingTh17 or 
Treg-like  cells. Hence, TGF‐  reduces  the TCRV9V2+  T  cell  cytotoxicity  for  target  cancer  cells,  although 
increasing doses of  the  PAg  stimulus or  PAg plus  the  lymphoma‐specific  rituximab  can  counter  TGF‐ [85]. 
Therefore, PAg association with therapeutic mAbs has the therapeutic potential to reduce bioactivity of TGF‐
[85] an objective currently sought by phase  I/II clinical trials  in glioblastoma and  in systemic sclerosis with 
either  antisense  oligodeoxynucleotide  inhibitors  of  TGF‐  R‐II  kinase  activity  or  with  TGF‐‐neutralizing 
antibodies .  
Prostaglandin E2  
Prostaglandin  E‐2  (PGE2)  affects  several  facettes  of  cancer  growth  such  as  cell  proliferation,  motility  and 
apoptosis In addition, PGE2 inhibits DC, NK andT cell antitumor functions [86]. PGE2 acts through its binding 
on seven‐transmembrane domains containing receptors EP1, EP2, EP3 and EP4 coupled to different G proteins 
with different signaling pathways. EP‐1 is coupled to Gq/p proteins, leading PGE2 binding to increase the level 
of intracellular calcium. EP2 and EP4 are coupled to Gs proteins and induce intracellular cAMP accumulation by 
activating  adenylate  cyclase.  Conversely,  the  Gi  protein‐coupled  EP3  decreases  intracellular  cAMP 
concentrations  [87].  We  recently  demonstrated  that  by  mediating  an  upstream  blockade  of  TCRV9V2+ 
signals, PGE2  is a critical  regulator of all TCRV9V2+ T cell  responses. Freshly  isolated,  resting TCRV9V2+ T 
cells and established TCRV9V2+ T cell  lines strongly express  the  receptors EP2 and EP4  responsible  for  the 
PGE2‐mediated  inhibition [47].  In CD4+ T cells, cAMP  inhibits TCR signaling by PKA  I (protein kinase A type  I)‐
mediated  phosphorylation  and  activation  of  Csk  (COOH‐terminal  Src  kinase)  which  prevents  Lck‐mediated 
phosphorylation of the TCR‐associated CD3 ITAMs (Immunoreceptor tyrosine‐based activatory motifs) [88]. In 
TCRV9V2+ T cells as well, PGE2 irreversibly inhibits Lck‐mediated phosphorylation of the TCR‐associated CD3 
ITAMs by the same PKA/cAMP‐dependent mechanism [47].  
Many human cancers produce high levels of PGE2 due to up‐regulated cyclooxygenase‐2 (COX 2), a key enzyme 
in  prostaglandin  biosynthesis  [89].  COX2  is  detectable  in  more  than  85%  of  colorectal  adenocarcinomas 
whereas  it  is undetectable  in normal  colon mucosa  [90]. High PGE2 and COX2  levels are  correlated with an 
adverse prognosis  for many cancer patients. By  its ability  to prevent TCRV9V2+ T cell‐mediated  tumor cell 
lysis and secretion of pro‐inflammatory cytokines, the tumor cell derived PGE2 could deeply impact the efficacy 
of TCRV9V2+ T cell based immunotherapy. Moreover, the high serum levels of PGE2 in most cancer patients 
[91] could participate in the impairment of their PAg‐driven T cells proliferation [64, 92]. A correlation between 
PGE2  levels or COX2 expression and TCRV9V2+ T cell responses  in these patients remain nevertheless to be 
formally  established.  Selective  COX2  inhibitors  (COXibs)  have  proven  efficacy  for  suppressing  experimental 
tumorigenesis  in mice  and  reducing  incidence of  colorectal  adenomas  in humans  [93].  In  addition, COX2ibs 
improves experimental T cell‐based  immunotherapies  in mice [94]. Such approaches could also benefit to 
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TCRV9V2+ T cell‐based therapies. Of note however, clinical trials of COXibs uncovered an  increased risk  for 
cardiovascular  events  [95],  suggesting  the  need  to  develop  more  EP‐selective  drugs  to  counteract  PGE2 
immunosuppression more safety 
Adenosine 
   Adenosine is formed from ATP, ADP, and AMP upon sequential enzymatic dephosphorylation in both 
intracellular  and  extracellular  compartments.  Extracellular  adenosine  concentrations  are  increased  during 
tissue hypoxia, acute  inflammation and  in various cancers [96].   Adenosine binds to four different adenosine 
receptors A1, A2A, A2B and A3 that belong to the G‐coupled seven‐transmembrane domain superfamily. A2A and 
A2B  signaling  increase  cAMP whereas  conversely, A1  and A3  signaling  decrease  it.  Tumor‐derived  adenosine 
inhibits antitumorT  [97] and NK cells  [98]  through binding  to  their A2A receptors. Experiments with A2AKO 
mice demonstrated that adenosine production is a significant immunoevasion pathway for malignant cells [97]. 
In addition, since the adenylate cyclase activator forskolin readily blocks TCRV9V2+ T cells responses, tumoral 
adenosine is a most likely means to lower tumor cell destruction by TCRV9V2+ T cells as for the other cytolytic 
lymphocytes  [47]. 
 Indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO) 
   Indoleamine  2,3  dioxygenase  (IDO),  a  cytosolic  enzyme  catabolizing  tryptophan  through  the 
kynurenine pathway,  is  frequently detected  in human  tumor  tissues and  in tumor‐draining  lymph nodes  [99, 
100]. IDO expression is associated with a significant reduction of TILs and a poor clinical prognostic in ovarian 
[101] and colon carcinomas [102]. IDO‐mediated starvation of extracellular L‐tryptophan and accumulation of 
its L‐kynurenine and picolinic acid catabolites inhibit proliferation ofT lymphocytes [103] and affect NK cells 
functions,  inter alia by down‐regulation of  the NKG2D and NKp46  receptors  [104]. Whether  IDO catabolites 
also  inhibit anticancer TCRV9V2+ T  cell  functions has not been determined yet, but  their metabolic needs 
matching those ofT lymphocytes and NK cells render this possibility most likely. 
Soluble NKG2D ligands. 
NKG2D binding to theMICA/B and ULBP1‐4  ligands directly activates or co‐stimulatesT cell‐mediated lysis of 
cancer cells [105, 106]. However, NKG2D ligands are often proteolytically shed from the surface of tumor cells 
to release these soluble molecules in the plasma from cancer patients [107]. High levels of soluble MICA/B and 
thus down‐ regulation of NKG2D have been associated with reduced tumoricidal functions of NK and tumour‐
specific CTL cells  [107, 108]. So  far, NKG2D expression defects on peripheral TCRV9V2+ T cells  from cancer 
patients have not been reported. Nevertheless, soluble MIC molecules shed from pancreatic cancer cell  lines 
diminishT cell cytotoxicity [109], suggesting that tumour‐derived soluble forms of NKG2D ligands might be 
prone to dampen any TCRV9V2+ T cell‐based cancer therapies.  
Soluble HLA‐G as ligands 
The non‐classical HLA class I molecule HLA‐G has four membrane isoforms and three soluble isoforms. Various 
cancers (ovary, breast, colon, lung, melanoma) express high levels of HLA‐G [110], an aberrant expression most 
likely induced upon oncogenic transformation by IL‐10, IFN, kynurénine or HIF‐1from the tumor niche, since 
normal  tissues do not express  it  [111, 112]. Membrane‐bound HLA‐G directly  inhibit  the NK and CD8 T  cell 
cytotoxicity as well as the proliferation and cytokine secretion from CD4 T cells [113]. This inhibition is induced 
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by the binding of membrane‐bound HLA‐G to the ILT2, ILT4, p49 et KIR2DL4 receptors on killer cells [114‐116]. 
The  binding  of  soluble  HLA‐G  isoforms  to  CD8  and  the  inhibitory  receptors  ILT2,  ILT4  et  KIR2DL4  blocks 
cytotoxicity and induces Fas‐mediated apoptosis of CD8+ and NK cells [117, 118]. Whether this is also true for 
cancer patients remains unknown.  
IL‐10 
The  tumor microenvironment  recruits suppressive cells  (tumor associated macrophages, MSC) able  to secret 
immunosuppressive  cytokines  as  TGF‐  (see  above)  and/or  IL‐10.  Thus,  various  tumors  (lung,  kidney,  liver, 
colon) expressed high levels of IL‐10 and this cytokine is also observed in the serum of cancer patients [119]. IL‐
10 inhibits innate and adaptive immunity cells. It blocks macrophage activation, DC ‐activation, ‐maturation and 
-functions,  preventing  the  induction  of  specific  response  by    T  cells  [120,  121].  IL‐10  also  inhibits  IL‐2‐
dependent proliferation and Th1 cytokine production by CD4+ T cells [119] and induces the decrease of MHC I 
or ICAM‐1 molecule expressions, thereby altering recognition of tumor cells by CTL [122].  
This  cytokine  inhibits TCRV9V2+ T  cell  in vitro proliferation  induced by Mycobacterium  tuberculosis,    [123, 
124].  However,  other  antigen  stimuli  such  as  the  Daudi  Burkitt’s  lymphoma  cell  line  did  not  affect  the 
TCRV9V2+ T cell proliferation in the presence of IL‐10 [124]. IL‐2 addition or the stimulus potency was able to 
counteract  this  inhibition.  So,  immunotherapies  combining  TCRV9V2+  T  cells  and  mAbs  could  bypass 
immunosuppressive effect of  both IL‐10 and TGF‐cytokines. 
FasL/TRAIL 
Cytotoxic lymphocytes kill tumor cells by using inter alia, the Fas/FasL or TRAILR/TRAIL pathways, cancer cells 
evolve  by  decreasing  Fas  or  TRAILR  expression  as  immunoevasion mechanism. Alternatively,  Fas  is  altered, 
mutated, down‐regulated or  functionally deficient  in many advanced cancers, which tumor cells also secrete 
the  soluble  receptor  [125, 126]. Moreover, FasL or TRAIL molecules are over‐expressed  in many  cancers,  in 
relation with increased TIL apoptosis [127, 128]. The tumor microenvironnement also triggers AICD by repeated 
TCR‐stimulation  [129,  130].  In  this  regard,  the  in  vitro  TCRV9V2+  T‐cell  amplification  used  for    cell 
immunotherapy might offer a means to efficiently counter the tumor‐induced AICD. In addition, FasL blockade 
could be  combined with  this  cell  immunotherapy  since  the Fas pathway  is  functional  though dispensable  in 
TCRV9V2+ cells. 
 
4. Conclusions  
Cancer grows thanks to a large spectrum of immunoevasion strategies able to protect against  T cells. Several 
other mechanisms such as expression of PD‐1 or CTLA‐4 ligands, of galectins, and altered expression of other 
new  TCRV9V2+  T  cell‐binding  molecules  most  likely  might  provide  them  with  some  immune  privilege. 
Ongoing researches from our and other laboratories are currently addressing these questions with the aim of 
better success rates in future anticancer immunotherapies. 
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II.4 Analyse en temps-réel de la sécrétion de molécules au sein de tumeurs humaines 
xénogreffées 
 
 
Dans le cadre de l’étude du microenvironnement tumoral vis-à-vis des lymphocytes  
T-Vγ9Vδ2, nous avons établi une collaboration avec le Dr F. Béquet du laboratoire SANOFI-
AVENTIS de Toulouse. Ce projet consiste à analyser les sécrétions intra-tumorales de tumeurs 
humaines de lymphome et de sein, xénogreffées à des souris immunodéficientes. 
 
Les cellules de lignées malignes d’origine humaines sont greffées dorsalement en sous-
cutané à des souris immunodéprimées. Une fois la croissance tumorale suffisante à 
l’implantation d’une sonde dans la tumeur de l’animal vivant, les molécules de la famille des 
prostaglandines et leucotriènes sécrétées au sein de la tumeur sont analysées par 
Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC) et spectrométrie de masse. 
 
Nous avons ainsi pu mesurer une quantité importante de PGE2 produite par les tumeurs 
humaines de lignée de carcinome mammaire SK-BR-3 xénogreffées à des souris SCID/Beige 
(n=3), ainsi que d’autres molécules de la même famille. Un résultat similaire a également été 
observé dans des xénogreffes de tumeurs de lignée de lymphome folliculaire RL (n=3). 
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Figure 30 : Prostaglandin molecule secretions in tumor xenografts 
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Pour valider ce résultat, nous testons des molécules susceptibles de modifier cette 
sécrétion. Ainsi, notre laboratoire ayant démontré que l’IFN-γ et le TNF-α (produits par les 
lymphocytes T-Vγ9Vδ2) sont en partie responsables de l’augmentation de la production de 
PGE2 par les cellules du microenvironnement tumoral, nous analysons actuellement la 
conséquence de leur injection en intra-tumoral sur la production de PGE2 in vivo, sur les deux 
types de tumeurs implantées. 
 
Nous souhaitons également établir une cartographie de l’ensemble des molécules de la 
famille des prostaglandines et leucotriènes sécrétées au sein de tumeurs issues de différentes 
lignées cancéreuses humaines. 
 
En parallèle, la mise au point de la technique pour l’analyse de molécules de plus grande 
taille comme le TGF-β est en cours.  
 
Aucune étude, à ce jour, ne rapporte les taux de sécrétion de molécules 
immunosuppressives produites par la tumeur, ni s’ils présentent des cinétiques de variations. 
Cette technique peut également permettre d’identifier de nouvelles molécules sécrétées par la 
tumeur, pouvant potentiellement devenir des cibles thérapeutiques. Enfin, ce procédé pourrait 
également permettre de déterminer l’impact de traitements ciblant les molécules analysées, 
quasiment en temps-réel sur un animal vivant.  
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III Association d’un anticorps monoclonal anti-Her2 aux lymphocytes T-Vγ9Vδ2 
humains : nouvelle stratégie thérapeutique du cancer du sein ? 
 
 
L’incidence du cancer du sein représente 80/100 000 femmes et 25% des cancers 
féminins (52 600 nouveaux cas en 2010 selon l’Institut de Veille sanitaire InVs), en France 
(http://www.invs.sante.fr). Il s’agit du cancer le plus fréquent chez la femme, avec une mortalité 
évaluée à 11300 décès (InVs) cette année. Malgré une mortalité en légère diminution depuis 
2000, son incidence a augmenté de 10 à 15% dans la même période en France, faisant de cette 
pathologie un problème de santé publique. La diminution du taux de mortalité est sans nul 
doute liée au dépistage précoce et à l’avancée des thérapeutiques. Ainsi, selon les 
caractéristiques de la tumeur, les traitements regroupent la chirurgie, l’hormonothérapie, la 
chimiothérapie, la radiothérapie et les anticorps monoclonaux. Parmi ces derniers, le 
trastuzumab ou Herceptin a permis un remarquable progrès pour ∼1/4 des patientes atteintes 
d’un cancer du sein. En effet, une surexpression du récepteur Her2/neu -la cible du 
trastuzumab-, s’observe dans 20 à 30% des cancers du sein primitifs. Cette observation a été 
corrélée à un mauvais pronostic pour les patientes. Les études cliniques du trastuzumab ayant 
démontré une amélioration de la survie globale et de la survie sans récidive dans deux essais 
cliniques de près de 2000 patientes inclues [522-524], ce médicament anti-néoplasique a été le 
premier anticorps monoclonal à obtenir l’AMM dans les indications du cancer du sein 
métastatique. Plus spécifiquement, ces indications concernent une monothérapie après échec 
de la chimiothérapie ou de l’hormonothérapie ou en association avec le paclitaxel si la 
chimiothérapie ne peut être envisagée, et en situation adjuvante après chirurgie, 
chimiothérapie et/ou radiothérapie.  
 
Le mécanisme d’action de cette molécule repose sur la diminution du signal induit par le 
récepteur Her2/neu (voies PI3K et MAPK) entraînant l’arrêt du cycle cellulaire et 
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l’apoptose [525, 526]. L’efficacité du trastuzumab pourrait aussi dépendre de sa capacité à 
induire la réponse immune, au travers de l’ADCC [527, 528]. En effet, des souris avec des 
cellules NK invalidées pour le FcγR montrent une inhibition de seulement 29% de la croissance 
tumorale après traitement par le trastuzumab, contre 96% pour les souris contrôles [436].  
Egalement, les patientes traitées par trastuzumab en pré-opératoire et ayant eu une rémission 
partielle ou complète, ont montré une infiltration des leucocytes et une activité d’ADCC 
supérieures, par rapport aux patientes n’ayant pas répondu au traitement [529]. Enfin, le 
trastuzumab présente aussi des propriétés anti-angiogéniques, en diminuant l’expression de 
facteurs pro-angiogéniques et en augmentant ceux anti-angiogéniques. Ces mécanismes ont 
pour conséquence de diminuer la densité des micro-vaisseaux in vivo et la migration des cellules 
endothéliales in vitro [530-532]. 
Le trastuzumab est associé aux autres traitements de référence car son utilisation en 
monothérapie a révélé 66 à 88% de taux de résistance dans les cancers métastatiques après une 
moyenne de seulement 4,9 mois [533, 534]. De plus, si le taux de réponse et la survie globale 
sont meilleures lors de l’administration du trastuzumab et du paclitaxel ou docetaxel [535, 536], 
la majorité des patientes répondeuses développent des résistances au traitement, dans l’année 
suivant l’initiation de la thérapeutique [537]. Ainsi, au vu de ces données et de l’importance des 
effets secondaires de la chimiothérapie et du trastuzumab (toxicité cardiaque) qui empêchent 
l’accès au traitement de nombreuses patientes, il est nécessaire de trouver de nouvelles 
stratégies thérapeutiques.  
 
Les résultats des articles précédemment présentés nous ont donc encouragés à tester 
notre approche associant les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 et le trastuzumab dans un modèle in vivo. 
Pour cela, nous avons recherché la lignée de cellules tumorales humaines du sein adaptée à 
notre étude. Nous avons ensuite testé la réactivité des lymphocytes T-γδ vis-à-vis de cette cible. 
Le TGF-β étant une cytokine primordiale dans la progression tumorale du cancer du sein, nous 
avons également vérifié la diminution de l’effet inhibiteur du TGF-β sur la cytotoxicité des 
lymphocytes T-Vγ9Vδ2 contre cette cible, par une forte stimulation phosphoantigénique 
associée au trastuzumab. Les résultats obtenus in vitro et in vivo sont en faveur d’une telle 
approche thérapeutique dans le cancer du sein sur-exprimant HER2/neu.  
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III.1 Expression du récepteur Her2/neu par des lignées de carcinome mammaire humain 
 
 
 
 
 
 
Figure 31: Her2/neu expression on human breast tumor cell lines 
 
 
 
 
 
 L’immunothérapie associant les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 à un anticorps monoclonal 
nécessite la reconnaissance d’une cible moléculaire sur les cellules tumorales. Puisque le 
trastuzumab est indiqué dans le traitement du cancer du sein et cible la molécule Her2/neu, 
nous avons analysé son expression sur quatre lignées cellulaires issues de tumeur du sein 
humaines, par cytométrie en flux. Deux lignées cellulaires (BT-474 et SK-BR-3) expriment 
fortement la molécule Her2/neu, et deux autres l’expriment faiblement (MDA-MB-231 et  
MCF-7). La lignée SK-BR-3 (HTB-30), de morphologie épithéliale et dérivée d’un site 
métastatique (épanchement pleural) d’une femme caucasienne, a donc été choisie pour l’étude. 
La lignée MDA-MB-231 (HTB-26), de caractéristique identique à la lignée SK-BR-3, à été utilisée 
comme contrôle négatif lorsque nécessaire. 
 
Human breast tumor cell lines (BT-474, SK-BR-3, MDA-
MB-231, MCF-7) were harvested by trypsin and 
stained with herceptin (10 µg/ml) for 30 minutes at 
4°C, washed with a PBS-5%FBS solution, stained with 
specific human Fc IgG1-FITC, washed again and 
analyzed using flow cytometry. Quantum-beads were 
used to quantify Her2 molecules at the cell surface 
(Bang Laboratories Inc., Fishers, IN). Representative 
result out of 3 different experiments. 
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III.2 Lyse spécifique et ADCC de lignées de carcinome mammaire humaines par les 
lymphocytes T-Vγ9Vδ2  
 
 
 
 
 
Figure 32 : Specific lysis and ADCC by Vγ9Vδ2 T cells on breast tumor cell lines 
 
 
 
 L’objectif de l’association d’un anticorps monoclonal aux lymphocytes T-Vγ9Vδ2 repose 
sur l’amélioration de la lyse de ces mêmes cellules par augmentation de l’ADCC. Ce mécanisme 
additionnel n’est pas toujours nécessaire aux lymphocytes T-Vγ9Vδ2. Aussi la lyse des cellules 
de la lignée SK-BR-3 est faible mais améliorée par la présence du trastuzumab. En effet, en 
absence du trastuzumab nous observons une lyse spécifique de seulement ∼15% (ratio 30:1) de 
ces cellules par les lymphocytes T-Vγ9Vδ2. Pour les 3 ratios les plus importants (30:1 ; 3:1 ; 1:1), 
le pourcentage de cellules mortes est significativement augmenté (x 4.3 au ratio 30:1) par 
l’ajout du trastuzumab (p<0.001). La stimulation par BrHPP pendant les 4h du test améliore 
encore ce taux de lyse (∼75% de lyse au ratio 30:1). 
Les cellules tumorales MDA-MB-231, à l’inverse des cellules SK-BR-3, sont des cellules mieux 
reconnues et donc tuées plus efficacement par les lymphocytes T-Vγ9Vδ2. En effet, le 
pourcentage de lyse spécifique des MDA-MB-231 est supérieur à celui des SK-BR-3 (∼40% vs 
The MDA-MB-231 and SK-BR-3 human breast 
cancer cell lines used as target cells were 
cultured at 37°C in complete medium with 10% 
FBS. Specific lysis by primary Vγ9+ T cell lines was 
measured by standard 4h (51)Cr-release assay. 
The lysis rates were obtained by (experimental 
release – spontaneous release)/(maximum 
release – spontaneous release) x 100. Maximum 
and spontaneous releases were determined 
respectively, by adding 0.1% Triton X-100 or 
complete medium to (51)Cr-labeled tumor target 
cells in the absence of γδ T cells. Data present as 
the mean of triplicate samples. BrHPP (400 nM) 
was added or not to the 4h cell co-incubation 
and to SR and MR controls. Specific lysis assays 
by ADCC involved the same settings as above 
except the presence of trastuzumab (10 µg/ml) 
or IgG1 (10 µg/ml) as control added to the 4h 
cell co-incubation and to the SR and MR 
controls. 
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∼15% pour le ratio 30:1). La stimulation additionnelle des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 pendant le test 
n’augmente que peu ce taux de lyse spécifique. De même, les cellules n’exprimant la molécule 
Her2/neu que faiblement à leur surface, l’ajout du trastuzumab pendant l’expérience 
n’augmente que légèrement la mortalité cellulaire. La lignée MDA-MB-231 a donc été utilisée 
comme contrôle négatif. 
 
 
III.3 L’association BrHPP-trastuzumab contrecarre l’inhibition de lyse des lymphocytes  
T-Vγ9Vδ2 induite par le TGF-β 
 
 
 
 
Figure 33 : BrHPP and trastuzumab overcome the TGF-β inhibition of SK-BR-3 lysis by γδ T cells 
 
 
 
 
 
 
 
 
The MDA-MB-231 and SK-BR-3 human breast cancer cell lines used as target cells for 
specific lysis and specific ADCC respectively. They were cultured at 37°C in complete medium 
with 10% FBS. Specific lysis by primary Vγ9+ T cell lines was measured by standard 4h (51)Cr-
release assays. The lysis rates were obtained by (experimental release – spontaneous 
release)/(maximum release – spontaneous release) x 100. Maximum and spontaneous 
releases were determined, respectively, by adding 0.1% Triton X-100 or complete medium to 
(51)Cr-labeled tumor target cells in the absence of γδ T cells. Data present as the mean of 
triplicate samples. BrHPP (1 µM) was added or not to the 4h cell co-incubation and to SR 
and MR controls (γδ pcl activated). Specific lysis assays by ADCC involved the same settings 
as above except the presence of trastuzumab (10 µg/ml) or IgG1 (10 µg/ml) as control 
added to the 4h cell co-incubation and to the SR and MR controls. 
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Les résultats précédents montrent que le TGF-β inhibe les fonctions cytotoxiques des 
lymphocytes T-Vγ9Vδ2. Cependant, la cytotoxicité médiée par ADCC de ces mêmes cellules, en 
présence de TGF-β, reste efficace sous forte stimulation phosphoantigénique. Ces résultats 
soutiennent donc l’hypothèse qu’un tel modèle thérapeutique peut être employé dans le cadre 
de cancers solides, où la production de molécules immunosuppressives ne peut être négligée. 
En particulier, le TGF-β est retrouvé fréquemment dans les tumeurs du sein. Nous avons ainsi 
vérifié cette hypothèse. Pour cela, un test standard de libération du 
51
Cr en 4h a été réalisé 
comme précédemment décrit, avec une sensibilisation (48h) des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 par le 
TGF-β et une forte stimulation par le BrHPP (1 µM pendant les 4h du test). A titre de contrôle, la 
sensibilisation par le TGF-β des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 et l’absence de BrHPP pendant le test, 
montrent une inhibition significative de la lyse spécifique des MDA-MB-231 ainsi que de la lyse 
par ADCC des SK-BR-3, par rapport aux contrôles non sensibilisés. Le même résultat est observé 
pour les MDA-MB-231, lorsque les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 sont stimulés par le BrHPP. A 
l’inverse, la lyse par ADCC des SK-BR-3 par les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 stimulés sous BrHPP n’est 
plus sensible à la présence de TGF-β, suggérant la possibilité de contrecarrer son effet inhibiteur 
par une forte stimulation. 
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III.4 Injection de lymphocytes T-Vγ9Vδ2 et de trastuzumab à des souris xénogreffées par 
des cellules de carcinome mammaire humain 
 
Objectif 1 : déterminer l’effet sur la croissance tumorale du transfert de lymphocytes T-γδ et du 
trastuzumab 
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Figure 34 : γδ T cells and trastuzumab delay breast tumor growth in mice 
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Les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 qui ont été injectés dans les souris du groupe γδ et γδ+H sont 
issus de la même culture primaire de PBMC de donneur sain. 4 injections, à raison de deux fois 
par semaine, ont été effectuées. Les mesures du volume tumoral moyen montrent un retard de 
croissance tumorale pour les souris du groupe H+γδ (145 +/- 19 mm3) comparé aux 3 autres 
groupes témoins (NT, 249 +/-44 mm
3
 ; H, 229 +/- 23 mm
3
 et γδ, 276 +/- 61 mm3), à J74 (p<0.05). 
Aucune souris n’est décédée pendant la durée de l’expérience (82 jours) et l’autopsie des souris 
n’a pas révélé de métastase. Les organes (foie, poumon, rate, intestin, rein) ainsi que les 
tumeurs ont été prélevés afin de vérifier ce point en microscopie, et leurs analyses sont en 
cours. En parallèle, des échantillons de sang de souris (intra-cardiaque) ont été analysés en 
cytométrie en flux, montrant un marquage positif pour le CD45, le CD3 et le TCRVγ9 dans les 
souris des lots H+γδ en comparaison des groupes contrôles. Ce résultat détermine la persistance 
des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 dans le sang circulant des souris, au moins 13 jours suivant la 
dernière injection. 
  
Female SCID/Beige mice, 8-10 weeks old were used to assess the in vivo γδ T cells anticancer properties. SK-BR-3 
breast cancer cells (2 x 10
6
) were suspended in PBS (150 µl) by trypsin. Tumor xenografts were implanted in 
mammary tissue of each mouse subcutaneously (n=22) and tumor volume (heigh x (width)
2
 /2) was determined 
by caliper. When the median of tumor volume was 132 +/-11 mm3 (s.e.m) (∼15 weeks), mice were randomized 
in 4 groups: no treated (NT, n=5), γδ T cells (γδ, n=5), Herceptin (H, n=6) and Herceptin+γδ T cells (H+γδ, n=6). 2 
times per week while 2 weeks, mice received i.p. injection of sterile PBS (100 µl) or PBS alone. 12h after i.p. 
injection, mice received i.v. injection (lateral tail vein) of γδ T cells (17 x 106 on day 59, 20 x 106 on day 63, 10 x 
10
6
 on day 66 and day 69) in sterile PBS (100 µl) or PBS alone as specified. Primary γδ T cell line was prepared as 
described in [1]. Tumor volume and animal weights were followed. ∼20 weeks after tumor cell injection, tumor 
growth study was stopped, mice were killed, tumor was harvested for T-Vγ9+ infiltration by 
immunohistochemestry analysis, organs (liver, lung, kidney, spleen and intestine) were harvested for metastasis 
dissemination analysis by immunohistochemestry and blood sample were harvested for T-Vγ9+ presence by flow 
cytometry analysis, for each mouse. 
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Objectif 2 : déterminer l’effet sur la survie des souris du transfert de lymphocytes T-γδ et du 
       trastuzumab 
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Figure 35 : Mice surviving and γδ T cells associated with trastuzumab 
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Les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 qui ont été injectés dans les souris du groupe γδ et γδ+H sont 
issus de la même culture primaire de PBMC de donneur sain. 3 injections ont été effectuées, à 3 
jours d’intervalle. Les résultats de mesure du volume tumoral moyen montrent un retard de 
croissance tumorale pour les souris du groupe H+γδ (484 +/- 206 mm3) comparé aux 3 autres 
groupes témoins (NT, 1425 +/-74 mm
3
 ; H, 1167 +/- 362 mm
3
 et γδ, 1251 +/- 121 mm3), à J79 
(p<0.05). L’expérience a été poursuivie pendant 110 jours et une courbe de survie réalisée selon 
les conditions éthiques. Aucune différence significative n’a été détectée malgré une tendance 
nette au retard de croissance tumorale pour le groupe H+γδ en comparaison des groupes 
contrôles. Le faible nombre de souris par groupe pourrait expliquer ce résultat.  
Lors de l’autopsie des souris, les organes (foie, poumon, rate, intestin, rein) ont été prélevés afin 
de rechercher l’éventuelle présence de métastases pouvant différer en fonction des groupes. 
Leurs analyses sont en cours. 
 
Female SCID/Beige mice, 8-10 weeks old were used to assess the in vivo γδ T cells anticancer properties. SK-
BR-3 breast cancer cells (2 x 10
6
) were suspended in PBS (150 µl) by trypsin. Tumor xenografts were 
implanted in mammary tissue of each mouse subcutaneously (n=20) and tumor volume (heigh x (width)
2
 /2) 
was determined by caliper. When the median of tumor volume was 99 +/-37 mm3 (s.e.m) (∼7 weeks), mice 
were randomized in 4 groups: no treated (NT, n=4), γδ T cells (γδ, n=4), Herceptin (H, n=6) and Herceptin+γδ 
T cells (H+γδ, n=6). Mice received i.p. injection of sterile PBS (100 µl) or PBS alone. 12h after i.p. injection, 
mice received i.v. injection (lateral tail vein) of γδ T cells (10 x 106 on day 47, 50 and 55) in sterile PBS (100 
µl) or PBS alone as specified. Primary γδ T cell line was prepared as described in [1]. Tumor volume and 
animal weights were followed. ∼16 weeks after tumor cell injection, tumor growth study was stopped, mice 
were killed, tumor was harvested for T-Vγ9+ infiltration by immunohistochemestry and flow cytometry 
analysis, organs (liver, lung, kidney, spleen and intestine) were harvested for metastasis dissemination 
analysis by immunohistochemestry, for each mouse. 
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Objectif 3 : déterminer l’effet sur le devenir des lymphocytes T-γδ du transfert de lymphocytes  
       T-γδ et du trastuzumab 
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Figure 36 : Migration of γδ T cells injected in mice 
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Les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 qui ont été injectés dans les souris du groupe γδ et γδ+H sont 
issus de culture primaire de PBMC de donneurs sains. 8.5 injections ont été effectuées, à raison 
de deux fois par semaine. Les résultats de mesure du volume tumoral moyen montrent un 
retard de croissance tumorale pour les souris du groupe H+γδ (51 +/- 31 mm3) comparé aux 3 
autres groupes témoins (NT, 131 +/-40 mm
3
 ; H, 177 +/- 54 mm
3
 et γδ, 498 +/- 243 mm3),  
à J56 (p<0.05).  
Lors de l’euthanasie des souris, les organes (fois, poumon, rate, intestin, rein) ainsi que les 
tumeurs ont été prélevés afin de vérifier la dissémination métastatique et l’infiltration des 
lymphocytes T-γδ dans la tumeur en immunohistochimie, les analyses sont en cours. En 
parallèle, les tumeurs ont été analysées par cytométrie en flux. Les résultats montrent un 
marquage positif pour le TCRVγ9 et le CD3 sur les tumeurs des groupes γδ et H+γδ. 
 
 
Female SCID/Beige mice, 8-10 weeks old were used to assess the in vivo γδ T cells anticancer properties. SK-
BR-3 breast cancer cells (2 x 10
6
) were suspended in PBS (150 µl) by trypsin. Tumor xenografts were 
implanted in mammary tissue of each mouse subcutaneously (n=24) and tumor volume (heigh x (width)
2
 /2) 
was determined by caliper. When the median of tumor volume was 40 +/-33 mm
3
 (s.e.m) (∼5.5 weeks), 
mice were randomized in 4 groups: no treated (NT, n=5), γδ T cells (γδ, n=5), Herceptin (H, n=7) and 
Herceptin+γδ T cells (H+γδ, n=7). 2 times per week while 4.5 weeks, mice received i.p. injection of sterile PBS 
(100 µl) or PBS alone. 12h after i.p. injection, mice received i.v. injection (lateral tail vein) of γδ T cells (20 x 
10
6
) in sterile PBS (100 µl) or PBS alone as specified. Primary γδ T cell line was prepared as described in [1]. 
Tumor volume and animal weights were followed. 9 weeks after tumor cell injection, tumor growth study 
was stopped, mice were killed, tumor was harvested for T-Vγ9+ infiltration by immunohistochemestry and 
flow cytometry analysis, organs (liver, lung, kidney, spleen and intestine) were harvested for metastasis 
dissemination analysis by immunohistochemestry, for each mouse. 
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Ces résultats démontrent l’activité cytotoxique des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 associés au 
trastuzumab, contre les cellules du cancer du sein SK-BR-3 in vitro et in vivo avec la diminution 
de la croissance tumorale. La présence des lymphocytes T-γδ dans le sang circulant des souris 
après 13 jours démontre leur capacité à survivre dans un organisme vivant, après injection. De 
plus, leur présence dans l’environnement tumoral montre leur capacité à migrer au site de la 
tumeur. Même si les souris sont immunodéficientes et ne présentent donc pas, à priori, de 
cellules pouvant altérer cette migration ou efficacité, de nombreuses études dans plusieurs 
cancers dont le carcinome mammaire appuient ce résultat. En effet, les lymphocytes T-γδ ont 
été observés au sein de TILs de carcinome rénal, colorectal, pulmonaire, de mélanome et de 
carcinome mammaire [101-105, 538]. Egalement, L. Martinet avec qui nous collaborons, 
démontre une proportion normale des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 au sein de tumeur du sein HEV+, 
par rapport aux lymphocytes conventionnels (article en préparation). Egalement, de 
nombreuses études démontrent la capacité de réponse à la stimulation phosphoantigénique 
des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 de patients atteints de cancer, ainsi que leur potentiel cytotoxique in 
vivo et in vitro. Ensemble, ces données suggèrent donc que l’architecture anormale des 
vaisseaux tumoraux n’empêche pas l’infiltration des lymphocytes T-Vγ9Vδ2 dans la tumeur et 
que la présence d’un plus grand nombre de ces cellules effectrices peut permettre leur 
augmentation au sein des TILs et conduire à la régression tumorale. De plus, la perte 
d’expression des molécules de CMH de classe I par les cellules tumorales du sein est corrélée à 
un bon pronostic, suggérant la reconnaissance de ces cellules par les cellules NK mais aussi la 
possibilité d’induction de la mort de ces cellules transformées [539]. Dans notre modèle, nous 
ne mettons pas en évidence de régression tumorale. Cependant, ce résultat peut s’expliquer par 
la difficulté d’amplifier et de maintenir les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 en culture à partir d’un 
donneur, pendant toute la durée de l’expérience. Le nombre de cellules injecté aux souris est 
alors moindre que dans les essais cliniques utilisant ce type d’immunothérapie et la durée des 
traitements également. De plus, la culture à long terme des cellules peut aussi engendrer un 
état de repos des cellules, limitant leur efficacité cytotoxique. Pour compléter cette étude, il 
serait intéressant d’isoler les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 de patientes atteintes de cancer du sein 
Her2
+
, de les amplifier et de vérifier leur potentiel cytotoxique. Dans tous les cas, la validation 
formelle de ce concept dans les tumeurs du sein Her2
+
 ne pourra se faire que par l’intermédiaire 
d’un essai clinique. 
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Les cellules immunitaires de patients porteurs de divers cancers sont diminuées en 
nombre ou inefficaces. De cette observation est née l’hypothèse que les cellules du système 
immunitaire ne pouvaient reconnaître les cellules du soi, même “anormales”. 
L’immunothérapie est alors devenue une stratégie thérapeutique. De nos jours, la 
reconnaissance des cellules tumorales et la mise en place d’une réponse anti-tumorale par les 
cellules immunitaires sont clairement établies. En effet, lors de l’initiation du cancer, les cellules 
immunitaires sont capables de supprimer les cellules transformées, selon le concept 
d’immunosurveillance anti-tumorale. Les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 sont reconnus pour participer à 
ce processus, liant les réponses innée et adaptative. 
Cependant, l’élimination des cellules cancéreuses échoue parfois, laissant place à leur 
persistance dans un contexte de développement tumoral limité par les cellules immunitaires. De 
cette observation est alors née un nouveau concept : l’acquisition d’une résistance tumorale à 
l’immunité. L’immunothérapie anti-cancéreuse, approche toujours d’actualité, a maintenant 
pour objectif de “doper” le système immunitaire pour éliminer la tumeur. Plusieurs stratégies 
ont alors émergé pour stimuler tous les types cellulaires du système immunitaire. Les 
lymphocytes T-Vγ9Vδ2 n’ont pas échappé à la règle, étant facilement amplifiables par 
stimulation phosphoantigénique et IL-2. Au même titre que les thérapeutiques de référence 
(chimiothérapie et radiothérapie), les résultats quoiqu’encourageants ne sont efficaces que 
transitoirement. Les monothérapies conduisent souvent à l’émergence de résistances par les 
tumeurs. 
Un déséquilibre peut survenir entre cellules tumorales et immunitaires, et agir en faveur 
de la progression tumorale. Ainsi, de nombreux facteurs du microenvironnement tumoral 
induisent l’immunoévasion des tumeurs. Comme le montre mes travaux, les lymphocytes 
T-Vγ9Vδ2 sont aussi la cible de ces mécanismes. En effet, alors que 95% des lymphocytes T-γδ 
de donneurs sains s’amplifient suite à la stimulation par le phosphoantigène (BrHPP) et l’IL-2, 
seulement 42% des patients atteints de différents types de cancers (lymphoïdes et solides) 
possèdent des lymphocytes T-γδ répondeurs. Etonnés de l’augmentation des lymphocytes Tregs 
circulants chez les patients atteints de cancer, V. Kunzmann et ses collègues ont analysé la 
corrélation de cette caractéristique avec l’anergie T-γδ de ces patients. Si l’augmentation de  
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fréquence des Tregs est la même chez les patients répondeurs et non-répondeurs, le ratio 
Tregs/T-Vδ2 chez les patients est supérieur aux donneurs sains (pour le même nombre absolu 
de lymphocytes T-Vδ2). L’isolement et la co-culture des Tregs et des lymphocytes T-Vδ2 des 
patients a révélé l’inhibition de prolifération T-Vδ2 en fonction du ratio Tregs/T-Vδ2, 
indépendamment de l’IL-2. De plus, ces lymphocytes Tregs étaient responsable du blocage de la 
prolifération des lymphocytes T-Vδ2 chez les patients cancéreux, probablement par la sécrétion 
d’un facteur soluble non protéique [540]. Ces résultats suggèrent l’intérêt du ciblage des 
lymphocytes Tregs afin de potentialiser les lymphocytes T-γδ. De plus, le fait que ce facteur ne 
semble pas impliqué dans l’inhibition des lymphocytes T-αβ permet d’envisager une approche 
ciblée évitant les effets secondaires (maladies auto-immunes) de l’inhibition généralisée des 
Tregs. 
Comme évoqué précédemment, l’immunothérapie utilisant des lymphocytes T-γδ chez des 
patients répondeurs à l’amplification par phosphoantigènes et IL-2 est efficace mais de façon 
transitoire dans de nombreux cas, suggérant le rôle du microenvironnement tumoral dans la 
résistance de la tumeur aux cellules T-γδ activées. En effet, notre équipe a démontré que les 
CSMs inhibent la prolifération, la production de cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ et TNFα) 
ainsi que la lyse spécifique de Daudi des cellules T-Vγ9Vδ2 stimulées par le BrHPP. Cette 
inhibition, provoquée par les cytokines pro-inflammatoires produites par les lymphocytes T-γδ, 
est induite par la PGE2 sécrétée par les CSMs [270, 271]. Les MSCs, via le TGF-β, sont aussi 
capables d’augmenter le nombre de lymphocytes Tregs et d’inhibier la prolifération et les 
fonctions des cellules NK et CTL, lorsqu’elles sont cultivées en présence de PBMC et de cellules 
du cancer du sein [541]. 
 
Actuellement, les protocoles anti-cancéreux ont évolué vers des thérapies 
combinatoires. L’immunothérapie anti-cancéreuse subit la même évolution avec les transferts 
adoptifs de lymphocytes associés aux chimiothérapies, aux radiothérapies, à d’autres 
immunothérapies, voire à des combinaisons thérapeutiques multiples. Dans cette optique, les 
lymphocytes T-Vγ9Vδ2 ont montré une meilleure efficacité anti-tumorale dans l’induction de la 
mort tumorale en association avec un anticorps monoclonal. L’intérêt d’une telle approche 
réside en sa spécificité, sa transposabilité, mais aussi en la possibilité d’induire une forte 
expansion de ces cellules, par des molécules peu toxiques. De plus, le phosphoantigène BrHPP, 
peut contrer l’immunosuppression du TGF-β.  
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Ainsi, les approches ciblant la tumeur et son microenvironnement sont porteuses de 
grands espoirs pour améliorer l’efficacité des traitements.   
 
Le cancer est une maladie extrêmement complexe de part son hétérogénéité. De là, 
réside la difficulté de trouver le traitement “miracle” puisque les thérapeutiques peu 
spécifiques entraînent des effets secondaires et les thérapeutiques très spécifiques, des 
résistances.  
 
Mes travaux de recherche ont tenté de prendre en compte l’impact du 
microenvironnement tumoral pour une nouvelle stratégie thérapeutique du cancer du sein. Si 
nous montrons ici l’intérêt et la faisabilité d’une approche combinée, il reste à la confirmer chez 
l’Homme.  
 
Nous montrons également que la caractérisation des mécanismes de résistances sur 
chaque sous-type cellulaire est aussi primordiale pour améliorer les stratégies thérapeutiques. 
En effet, les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 présentent des particularités fonctionnelles anti-tumorales. 
Par exemple, il a récemment été démontré que ces cellules peuvent diminuer l’expansion des 
lymphocytes Tregs induite par l’IL-2 chez le macaque et supprimer leurs fonctions inhibitrices au 
cours d’infections [542]. Enfin, ces lymphocytes pourraient reconnaître et tuer les cellules 
souches cancéreuses (CSCs) dans le carcinome colique [83]. Avec l’implication des CSCs dans les 
résistances aux traitements, ce type de thérapie mérite d’être approfondi. 
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Phosphoantigen-stimulated human TCR-Vγ9Vδ2 γδ T lymphocytes exert a potent 
antitumor cytolysis. Their activity is currently assessed in several clinical trials of cancer 
immunotherapies. Some cancers and their microenvironment produce suppressive molecules 
however, which might contribute to tumor escape. 
This PhD thesis deals with the contribution of TGF-β to cancer immunoevasion, and 
means to avoid it. We show that the combination of therapeutic monoclonal antibodies to 
lymphocytes activated TCR-Vγ9Vδ2 γδ T cells improves anti-tumoral immunologically-mediated 
killing and may counter TGF-β-mediated immunosuppression. We illustrate this concept of 
targeted therapeutic combination in a murine model of Her2/neu mammary carcinoma 
xenografts.  
Together, our results demonstrate the potential of such therapeutic strategies in cancer. 
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Chez l’homme, les lymphocytes T-Vγ9Vδ2 stimulés par les phosphoantigènes (PAg), 
exercent une puissante activité cytolytique anti-tumorale. L’activité de ces lymphocytes est 
actuellement évaluée dans plusieurs essais cliniques d’immunothérapie anti-cancéreuse. 
Cependant, certaines tumeurs et leur microenvironnement produisent des molécules 
immunosuppressives susceptibles de contribuer à l’échappement tumoral.  
Cette thèse décrit notamment la contribution du TGF-β dans l’échappement tumoral à 
ce type d’immunothérapie. Cependant, nous montrons que la combinaison des anticorps 
monoclonaux thérapeutiques aux lymphocytes T-Vγ9Vδ2 activés améliore la cytotoxicité anti-
tumorale, et peut également contrecarrer l’effet inhibiteur du TGF-β. Nous illustrons ce concept 
de combinaison thérapeutique ciblée avec un modèle de xénogreffe de carcinome mammaire 
Her2/neu.  
L’ensemble de ces résultats démontre l’intérêt de telles stratégies thérapeutiques en 
cancérologie. 
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